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1 EINLEITUNG  
1.1 Das humane Immunsystem 
Das Immunsystem hat die Aufgabe, Krankheitserreger (Pathogene) wie Bakterien, Viren 
oder Pilze abzuwehren. Es besteht aus zellulären und löslichen Komponenten, die in einem 
abgestimmten System kooperieren und zur Eliminierung der Pathogene führen. Man 
unterscheidet dabei generell die angeborene, unspezifische und die erworbene (adaptive), 
spezifische Immunität. Erstere setzt unmittelbar nach Auftreten einer Infektion ein, dabei sind 
verschiedene Zellen wie Monozyten/Makrophagen, Granulozyten, dendritische Zellen, 
natürliche Killerzellen (NK-Zellen) und Mastzellen beteiligt. Sie werden durch lösliche 
Komponenten wie das Komplementsystem, Chemokine und Zytokine ergänzt. Reicht die 
unspezifische Immunität nicht aus, um den Krankheitserreger zu beseitigen, so induziert sie 
die spezifische Immunabwehr. Bei dieser Immunanwort sind B- und T-Lymphozyten als 
zelluläre Komponenten enthalten. Weiterhin sind lösliche Bestandteile wie Antikörper, 
Zytokine und Chemokine an dieser spezifischen Immunabwehr beteiligt [Janeway et al., 
2002]. 
Nach Eindringen eines Krankheitserregers in den Körper kann dieser über unspezifische 
Strukturen auf der Oberfläche von Monozyten/Makrophagen und auch dendritischen Zellen 
über bestimmte Rezeptoren erkannt werden. Der Erreger wird daraufhin phagozytiert, 
intrazellulär in den Phagolysosomen lysiert und die pathogenen Proteine in kurze 
Peptidfragmente prozessiert, die anschließend über den Haupthistokompatibilitätskomplex II 
(major histocompatibility complex, MHC-II) auf der Oberfläche präsentiert werden.  
Neben den Monozyten/Makrophagen und dendritischen Zellen sind auch die neutrophilen 
Granulozyten in der Lage, Krankheitserreger zu phagozytieren. Sie präsentieren dessen 
Antigene jedoch nicht auf der Oberfläche, sondern dienen allein zu deren Zerstörung. 
Durch die MHC-II-vermittelte Präsentation von Antigenen pathogener Organismen auf der 
Oberfläche zählen die Monzyten/Makrophagen und die dendritischen Zellen zu den so 
genannten professionellen Antigen-präsentierenden Zellen (antigen presenting cells, APC). 
Darüber hinaus sind auch die B-Lymphozyten des adaptiven Immunssystems in der Lage, 
fremde Peptide über MHC-II zu präsentieren. Neben MHC-II gibt es auf den kernhaltigen 
Zellen auch MHC-I Moleküle, die zur Präsentation viraler Antigene oder solcher entarteter 
Zellen (Tumorzellen) dienen. Diese Peptide werden nicht, wie bei MHC-II, über das 
Phagolysosom prozessiert, sondern liegen im Zytosol vor und werden dort durch das 
Proteasom abgebaut [Stoltze et al., 2000].  
MHC-präsentierte Antigene werden von den T-Zellen spezifisch über den T-Zell-Rezeptor (T-
cell receptor, TCR) erkannt. Daraufhin kommt es zur klonalen Selektion der entsprechenden 
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T-Zelle, die zur Proliferation und Differenzierung zu Effektor-T-Zellen führt. Durch diesen 
Prozess beginnt die Aktivierung des spezifischen Immunsystems [Fraser et al., 1998].  
T-Zellen tragen neben dem TCR noch einen Korezeptor auf der Oberfläche, der ihre 
Effektorfunktion definiert. Handelt es sich dabei um CD (cluster of differentiation) 8, so agiert 
die T-Zelle als zytotoxische T-Zelle und ist in der Lage, virus-infizierte oder entartete Zellen 
über MHC-I zu erkennen. In Folge vermittelt die zytotoxische T-Zelle den Tod dieser Zellen 
sowohl über die Auschüttung von Granzymen und Perforin als auch durch Induktion der 
Apoptose. Weiterhin gibt es CD4+-T-Zellen, die so genannten T-Helferzellen (TH), welche nur  
Antigene pathogener Organismen erkennen, die über MHC-II präsentiert werden. Aufgrund 
dieser Differenzierung werden T-Zellen als MHC-restringiert bezeichnet [Stevanovic, 2002].  
T-Helferzellen werden in verschiedene Sub-Populationen wie Typ 1 (TH1), Typ 2 (TH2) und 
Typ17 (TH17) T-Helferzellen oder auch regulatorische T-Zellen (Treg) unterteilt. Sie 
unterscheiden sich u.a. in dem Spektrum der Zytokine, die sie exprimieren. Zytokine sind 
wichtige Botenstoffe, die von Immunzellen sezerniert werden und sowohl an der 
angeborenen, als auch der adaptiven Immunantwort beteiligt sind. Dabei binden sie an 
bestimmte Rezeptoren auf der Zelloberfläche und wirken auto-, para- oder endokrin [DeVries 
et al., 1999]. TH1-Zellen exprimieren beispielsweise Interferon (IFN)-, Interleukin (IL)-2 und 
Tumornekrosefaktor (TNF)- und fördern dadurch die zellvermittelte Immunantwort während 
TH2-Zellen hauptsächlich IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 sezernieren und dadurch die humorale 
Immunantwort durch Aktivierung von B-Zellen induzieren [Mosmann und Coffman, 1989; 
Abbas et al., 1996].  
B-Zellen tragen ebenfalls einen Rezeptor auf ihrer Oberfläche, den B-Zell-Rezeptor (B-cell 
receptor, BCR), über den sie spezifisch Antigene erkennen, die daraufhin endozytiert, 
prozessiert und schließlich über MHC-II an der Oberfläche präsentiert werden. Die 
Antigenpräsentation dient jedoch nicht dazu, T-Zellen zu aktivieren, sondern um deren Hilfe 
für ihre eigene Aktivierung zu bekommen. Erkennt eine T-Helferzelle das durch die B-Zelle 
präsentierte Antigen, so erhält die B-Zelle ein Aktivierungssignal, das die humorale 
Immunantwort induziert. Die B-Zelle reift daraufhin zur Plasmazelle heran und produziert 
Antikörper, die zur effektiven Bekämpfung des Krankheitserregers dienen.  
Im Rahmen der adaptiven Immunantwort bilden die beteiligten T- und B-Lymphozyten 
außerdem Gedächtniszellen (memory cells), die manchmal ein Leben lang erhalten bleiben. 
Durch sie wird eine erneute Infektion mit demselben Erreger verhindert oder verläuft 
wesentlich schwächer (sekundäre Immunantwort), daher sind sie Teil der Immunität des 
einzelnen Menschen. 
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1.2 Das Spurenelement Zink  
1.2.1 Bedeutung für den menschlichen Körper 
Im Periodensystem der Elemente befindet sich das Zink in der Gruppe IIb, zusammen mit 
den toxischen Metallen Cadmium und Quecksilber. Für den menschlichen Körper wird Zink 
generell jedoch als nicht toxisch eingestuft [Fosmire, 1990; Plum et al., 2010]. Es ist 
außerdem, im Gegensatz zu Cadmium und Quecksilber, ein essentielles Spurenelement, 
und das nicht nur für den Menschen, sondern für alle Organismen. Seine Bedeutung für die 
Physiologie des menschlichen Körpers wird dadurch unterstrichen, dass es ein wichtiger 
Bestandteil von mehr als 300 Enzymen und einer noch größeren Menge anderer Proteine ist. 
In Enzymen wirkt es entweder katalytisch (z.B. Carboanhydrase), strukturell (z.B. 
Proteinkinase C) oder auch regulatorisch (z.B. Phospholipase C). Somit sind zelluläre 
Funktionen wie optimaler Nukleinsäure- und Proteinstoffwechsel, sowie das Zellwachstum 
und die Zellteilung entscheidend von einer ausreichenden Zink-Verfügbarkeit abhängig 
[Vallee und Falchuk, 1993]. Da der menschliche Körper keinen Zinkspeicher besitzt, muss es 
regelmäßig zugeführt werden. Die deutsche Gesellschaft für Ernährung empfiehlt eine 
Tagesdosis von 7 mg für Frauen und 10 mg für Männer. 
1.2.2 Zinkverteilung und Zinkstoffwechsel im menschlichen Körper 
Der menschliche Körper enthält 2-3 g Zink, davon sind nahezu 90 % in Muskeln und 
Knochen enthalten [Wastney et al., 1986]. Weitere Organe mit einem hohen Zinkgehalt sind 
die Prostata, Leber, der Gastrointestinaltrakt, die Niere, Haut, Lunge, das Gehirn, Herz und 
das Pankreas [Llobet et al., 1988; Bentley und Grubb, 1991; He et al., 1991]. Oral 
aufgenommenes Zink wird im Dünndarm resorbiert und die Verteilung des Zinks im 
gesamten Körper erfolgt über das Serum. Im Serum beträgt die Zinkkonzentration 12-16 µM 
[Crea et al., 1990; Ibs und Rink, 2003], dabei ist das Zink zu 60 % niedrigaffin an Albumin 
und hochaffin zu 30 % an α-Makroglobulin und zu 10 % an Transferrin gebunden [Scott und 
Bradwell, 1983].  
Intrazellulär sind 30-40 % des Zinks im Nukleus enthalten, etwa 50 % verteilen sich im 
Zytosol und der verbleibende Teil ist membranassoziiert [Vallee und Falchuk, 1993]. Das 
intrazelluläre Zink unterliegt einer effizienten homöostatischen Kontrolle, die eine 
Akkumulation verhindert. Diese Zink-Homöostase wird von zwei Proteinfamilien gesteuert, 
zum Einen von den Zink-Importern (Zrt-, Irt-like proteins, Zip),  welche 14 Proteine umfassen, 
und den Zink-Import in das Zytosol vermitteln. Die andere Proteinfamilie bilden die Zink-
Transporter (ZnT) und umfassen 10 Proteine, die das Zink aus dem Zytosol schleusen 
[Lichten und Cousins, 2009]. Dabei regulieren diese Proteinfamilien sowohl den Im-/Export 
EINLEITUNG  4 
des Zinks in die Zelle und aus der Zelle heraus, als auch die intrazelluläre Verteilung des 
Zinks in intrazellulären Kompartimenten wie das endoplasmatische Retikulum, die 
Mitochondrien und dem Golgi. Darüber hinaus enthalten viele Säugerzelltypen membran-
gebundene vesikuläre Strukturen, die so genannten Zinkosomen. Auch hier sind hohe 
Mengen an Zink gespeichert, die infolge bestimmter Stimuli ins Zytosol abgegeben werden 
können [Haase und Maret, 2003; Taylor et al., 2008]. Letztendlich spielen auch die 
Metallothioneine (MT) eine große Rolle in der Zink-Homöostase, da sie hochaffin bis zu 20 % 
des intrazellulären Zinks binden und damit vor Metalltoxizität schützen [Chimienti et al., 
2003; Tapiero und Tew, 2003]. Die Expression des MTs wird abhängig von der 
intrazellulären Zinkkonzentration über den Transkriptionsfaktor MTF-1 (metal-response 
element-binding factor-1) induziert [Andrews, 2001]. 
Sowohl das in den Zinkosomen gespeicherte, als auch das geringaffin an kleinere Moleküle 
gebundene Zink wird als labiles, oder freies Zink bezeichnet, das bei zellulären 
Veränderungen rasch freigesetzt werden kann. Diese Translokation, welche die zytosolische 
Zinkkonzentration erhöht, ist als so genanntes „Zink-Signal“ definiert [Haase et al., 2008]. 
Das frei verfügbare Zink ist dann in der Lage, die Signaltransduktion und damit auch aktiv die 
Genregulation der Zelle zu beeinflussen [Beyersmann und Haase, 2001; Haase et al., 2008].  
1.2.3 Die besondere Rolle von Zink für das Immunsystem 
Eine ausreichende Zink-Verfügbarkeit ist von besonderer Bedeutung für die Immunabwehr, 
denn Zink nimmt eine entscheidende Rolle in zellulären und molekularen Mechanismen des 
Immunsystems ein [Rink und Gabriel, 2000; Honscheid et al., 2009]. Beispielsweise 
beeinflusst Zink die lymphozytäre Antwort auf Stimulation durch Mitogene oder Zytokine, es 
agiert weiter als ein Kofaktor für das Thymushormon Thymulin und ist außerdem in der 
Signaltransduktion diverser Leukozyten involviert [Fraker et al., 1978; Delafuente, 1991; 
Haase und Rink, 2009]. All diese Funktionen sind im Rahmen einer Zink-
Mangelerscheinung, der Zink-Defizienz, beeinträchtigt, und verdeutlichen die hohe Relevanz 
des Zinks für die Immunabwehr [Frost et al., 1977]. Zink-Defizienz ist eine sehr ernst zu 
nehmende Mangelerscheinung, deren weltweite Häufigkeit auf mehr als 20 % geschätzt wird 
[Wuehler et al., 2005]. Dabei wird angenommen, dass etwa zwei Milliarden Menschen in 
Entwicklungsländern davon betroffen sind [Prasad et al., 1961; Prasad et al., 1963; Cavdar, 
1982]. 
Ein Zink-Mangel kann durch zu geringe Aufnahme durch die Ernährung, oder infolge einer 
Absorptionsstörung, einer erhöhten Ausscheidung und durch Arzeimittelinteraktionen 
auftreten. Zink-Defizienz kann jedoch auch erblich bedingt sein durch eine Mutation des 
Zink-Importer 4-Gens, welche zum Krankheitsbild der Acrodermatitis enteropathica führt 
[Wang et al., 2002]. In beiden Fällen sind die auftretenden Symptome ähnlich [Ackland und 
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Michalczyk, 2006] und erstrecken sich über ein Spektrum von milden, marginalen bis hin zu 
schweren Ausmaßen [Prasad, 1985]. Die Symptome äußern sich dabei beispielsweise in 
Form von Anämie, Hypogonadismus, Hautveränderungen mit beeinträchtiger Wundheilung, 
Wachstumsstörungen, Alopezie sowie einer Thymusatrophie. Die Thymusatrophie führt zu 
einer verminderten Anzahl an T-Lymphozyten sowie zu einer Einschränkung derer 
Differenzierung, was insgesamt auch die T-Zell-vermittelte Immunantwort beeinträchtigt 
[Fraker et al., 1977; Fernandes et al., 1979; Shankar und Prasad, 1998]. Neben den T-Zellen 
sind auch weitere Immunzellen in ihrer Funktion von einem Zink-Mangel betroffen. Dazu 
zählen u.a. eine verminderte Chemotaxis der Monozyten und der neutrophilen Granulozyten, 
weiterhin ist die Phagozytose und auch der respiratorische Burst dieser Zellen negativ 
beeinflusst [Keen und Gershwin, 1990]. Natürliche Killerzellen sind infolge eines Zink-
Mangels in ihrer Anzahl reduziert und werden darüber hinaus in ihrer Funktion beeinträchtigt 
[Allen et al., 1983]. Die B-Lymphozyten der adaptiven Immunität sind nicht so stark betroffen 
wie die T-Lymphozyten, sie sind jedoch in ihrer Anzahl stark vermindert [King et al., 1995; 
Osati-Ashtiani et al., 1998].  
Zink-Defizienzen des schweren Grades, wie sie bei der Acrodermatitis enteropathica, aber 
auch in den erworbenenen Formen, auftreten können, führen aufgrund des hervorgerufenen 
Immundefektes zu einem schlimmen Verlauf von Infektionen mit Bakterien, Viren oder 
Pilzen, und führen unbehandelt zum Tod. Der Immundefekt kann jedoch durch eine 
vermehrte Zinkzufuhr von 30-150 mg pro Tag vollständig aufgehoben werden [Neldner und 
Hambidge, 1975]. 
1.3 T-Lymphozyten 
Frühe Vorläuferzellen der T-Lymphozyten werden im Knochenmark gebildet und wandern in 
den Thymus ein, wo sie dann zu immunkompetenten T-Zellen heranreifen [Rink et al., 2012]. 
Daraufhin zirkulieren sie als naive T-Zellen im Blut und im lymphatischen System, bis sie auf 
eine Zelle treffen, die das für ihren TCR spezifische Antigen präsentiert. Nach Erkennung 
dieses Antigens proliferiert der T-Lymphozyt und reift zu einer differenzierten Effektor-T-Zelle 
heran, die aktiv an der Eliminierung des Pathogens beteiligt ist. Entsprechend ihres 
Korezeptors agiert die T-Zelle dabei als T-Helferzelle oder als zytotoxische T-Zelle.  
1.3.1 T-Zell-Aktivierung und Interleukin-2 
Für die Aktivierung einer T-Zelle bedarf es zweier Signale. Das erste Signal entsteht aus der 
Ligation des TCRs mit dem für ihn spezifischen Antigen, welches der T-Zelle über ein MHC-
Molekül von einer Antigen-präsentierenden Zelle gezeigt wird. Das zweite Signal ist 
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antigenunabhängig und wird als kostimulatorisches Signal bezeichnet. Dieses Signal ist 
zwingend notwendig für die Aktivierung der T-Zelle, die ohne das zweite Signal in Anergie 
verfällt oder der Apoptose unterliegt [Gimmi et al., 1993; Noel et al., 1996]. Das 
kostimulatorische Signal kann beispielsweise über die Bindung des CD28 Rezeptors auf T-
Zellen mit CD80 (B7.1) oder CD86 (B7.2) auf Antigen-präsentierenden Zellen erfolgen [June 
et al., 1994].  
Der transmembrane TCR setzt sich aus einer - und einer -Kette, bzw. einer - und -Kette, 
zusammen. Durch die Dimerisierung der extrazellulären variablen Regionen beider 
Untereinheiten ergibt sich die Antigenspezifität des TCRs [Huang und Wange, 2004]. Im 
menschlichen Körper gibt es millionenfache TCR-Spezifitäten, die durch die somatische 
Rekombination während der T-Zell-Entwicklung entstehen. Der TCR selbst besitzt keine 
Signalfunktion, die durch ihn vermittelte Signaltransduktion ist durch seine Assoziation mit 
dem CD3-Komplex gegeben, daraus ergibt sich der so genannte TCR-Komplex. CD3 
besteht aus drei Dimeren, die aus einer -, einer - und einer -Formation gebildet werden 
[Alarcon et al., 2003]. Jede Kette des CD3-Komplexes enthält hochkonservierte 
Peptidabschnitte, die als „immunoreceptor tyrosine-based activation motifs“ (ITAMs) 
bezeichnet werden [Cambier, 1995], dabei beinhalten die -, - und -Kette jeweils ein ITAM, 
die -Ketten dahingegen jeweils drei. Die ITAMs enthaltenTyrosinreste, die nach Stimulation 
des TCRs durch die CD4/CD8-, bzw. CD-3-assoziierte Src-Kinasen phosphoryliert werden 
und damit die TCR-vermittelte Signaltransduktion initiiert wird.  
Die TCR-Stimulation durch ein spezifisches MHC-präsentiertes Antigen vermittelt die klonale 
Expansion der T-Zelle, um eine ausreichende Menge der Zellen zur Bekämpfung der 
Pathogene zu erzielen. Die Aktivierung der TCR-Komplex-vermittelten Signaltransduktion 
führt unter anderem zur Induktion der Expression des IL-2, das ein essentielles Zytokin für T-
Zellen ist und erstmals 1976 als T-Zell-Wachstumsfaktor beschrieben wurde [Morgan et al., 
1976]. Das Polypeptid IL-2 besitzt ein Molekulargewicht von 15,5 kDa [Morris und 
Waldmann, 2000] und wirkt nach der Sekretion durch T-Zellen hauptsächlich autokrin über 
die Ligation mit dem IL-2 Rezeptor (IL-2R). Daneben wirkt es auch parakrin auf NK-Zellen, 
und induziert dabei die Expression von TNF-, IIFN- und des Granulozyten-/Makrophagen 
Kolonie-stimulierenden Faktor (granulocyte/macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) 
[Khatri et al., 1998]. Weiterhin erzeugt es einen synergistischen Effekt mit IL-12 und erhöht 
dadurch die zytotoxische Aktivität der NK-Zellen [Wang et al., 2000]. IL-2 wirkt außerdem 
parakrin auf aktivierte B-Zellen und induziert dabei, in Synergie mit IL-5, die Hochregulation 
der Expression der Gene der leichten und schweren Antikörperketten [Blackman et al., 
1986]. 
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1.3.2 Signaltransduktion des Interleukin-2-Rezeptors 
Die Interleukin-2-Rezeptor (IL-2R)-vermittelte Signaltransduktion induziert sowohl die 
Proliferation aktivierter T-Zellen, als auch einen Schutz der Zellen vor Apoptose [Van Parijs 
et al., 1996; Van Parijs et al., 1997; Lord et al., 1998]. Der IL-2R ist ein Trimer, das sich aus 
den Untereinheiten IL-2R (CD25), IL-2R (CD122) und der so genannten common  chain 
(c, CD132) zusammensetzt. IL-2Rα in Kombination mit der c-Kette bildet außerdem einen 
Teil des IL-15R, daher lösen beide Interleukine-2 und -15 sehr ähnliche Signalwege aus [Giri 
et al., 1994; Grabstein et al., 1994]. Die c-Kette ist weiterhin Bestandteil des IL-4R, IL-7R 
und des IL-9R [Kondo et al., 1993; Noguchi et al., 1993; Russell et al., 1993]. 
Naive, ruhende T-Zellen exprimieren konstitutiv die - und -Untereinheit, die zusammen als 
Dimer auf der Zelloberfläche präsentiert werden und in dieser Formation eine geringe 
Affinität zum IL-2 (KD=10
-9 M) besitzen. Die verstärkte Expression der -Kette wird parallel 
zur IL-2 Expression nach Stimulation des TCR-Komplexes induziert, die Assoziation mit den 
beiden anderen Untereinheiten erfolgt jedoch erst durch den IL-2-Stimulus [Damjanovich et 
al., 1997; Gaffen, 2001]. Dabei bindet IL-2 initial an IL-2R (KD=10
-8 M), woraufhin die 
Zusammenlagerung mit den beiden anderen Untereinheiten  zur Bildung des hochaffinen 
trimeren IL-2R (KD=10
-11 M) erfolgt [Morris und Waldmann, 2000; Malek, 2008].  
Die IL-2R-Untereinheit iniitiert also die Trimerisierung des Rezeptors und trägt weiterhin 
entscheidend zur Affinität des Rezeptors bei, sie verfügt jedoch über keinerlei 
signalweiterleitende Funktion [Hatakeyama et al., 1986]. Die IL-2R-Untereinheit spielt 
dahingegen eine große Rolle in der Signaltransduktion des IL-2R. An sie lagert sich die 
Janus Kinase 1 (Jak1) an, während sich die Janus Kinase 3 (Jak3) and die γc-Untereinheit 
anlagert. Beide Kinasen werden infolge der IL-2/IL2-R Ligation aktiviert [Miyazaki et al., 
1994; Johnston et al., 1995] und phosphorylieren sich zunächst selbst 
(Autophosphorylierung), als auch gegenseitig (Transphosphorylierung) und daraufhin 
bestimmte Tyrosinreste der IL-2R-Untereinheit, Tyr338, Tyr392 und Tyr510 [Goldsmith et al., 
1995; Friedmann et al., 1996]. Anschließend beginnt die Signalkaskade, die über drei 
zentrale Signalwege verläuft (Abb. 1.1). 
EINLEITUNG  8 
 
Abb. 1.1: Die IL-2R-vermittelte Signaltransduktion. Durch die Bindung des IL-2 an den IL-2R 
werden drei Haupt-Signalwege aktiviert, deren Signaltransduktion im Text detailliert erläutert ist.                              
xxxxxxxxxSignalweiterleitung,     x         Signalweiterleitung unterbrochen (eigene Darstellung). 
 
1.3.2.1 Jak/STAT Signalweg 
Die durch die Jak1 und Jak3 phosphorylierten Tyrosine der IL-2β-Untereinheit Tyr338, Tyr392 
und Tyr510 dienen der Anlagerung des so genannten signal transducer and activator of 
transcription 5 (STAT5)-Moleküls, das an diese Phosphotyrosine über Src-homology 2 (SH2) 
Domänen bindet [Johnston et al., 1995; Gaffen et al., 1996]. STAT5 wird daraufhin durch die 
Jaks phosphoryliert, was zu einer Dimerisierung je zweier STAT5-Moleküle führt. Die 
phosphorylierten STAT5-Dimere sind dadurch in der Lage, die Membran des Zellkerns zu 
passieren und binden dort als Transkriptionsfaktoren an die Promotoren verschiedener 
proliferationsinduzierender Gene wie c-myc, bcl-2, bcl-x [Lord et al., 2000; Kisseleva et al., 
2002].  
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1.3.2.2 MAP-Kinase Signalweg 
Ein weiterer IL-2R-induzierter Signalweg verläuft über Mitogen-aktivierte Proteinkinasen 
(MAPK). Generell gibt es zahlreiche Vertreter dieser Kinasen, die viele extrazelluläre Signale 
wie die von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Hormonen über Protein-
Phosphorylierungskaskaden in den Zellkern übertragen [Pearson et al., 2001]. Die meisten 
MAPK phosphorylieren dabei sowohl Hydroxylgruppen der Aminosäure Tyrosin, als auch 
von Serin/Threonin anderer Proteine und werden dann als dualspezifische Kinasen 
bezeichnet [Crews et al., 1992; Kosako et al., 1992; Wu et al., 1993; Wu et al., 1993].  
Im Fall der IL-2R Signaltransduktion verläuft die Signalkaskade über Raf (rapidly accelerated 
fibrosarcoma), MEK (mitogen-activated ERK kinase) und ERK (extracellular regulated 
kinase). Die Initiierung dieses Signalweges erfolgt über die Bindung des Adaptermoleküls 
Shc (Src homology 2 domain-containing protein) an das Phosphotyrosin Tyr338 der IL-2Rβ-
Kette [Evans et al., 1995; Ravichandran et al., 1996]. Shc rekrutiert Grb2 (Growth factor 
receptor-bound protein 2), das wiederum konstitutiv an den Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor Sos (son of sevenless) gebunden ist. Sos bindet Ras, ein G-Protein, das 
inaktiv in der GDP- und aktiv in der GTP-gebundenen Form vorliegt. Die Bindung des 
inaktiven Ras an Sos löst den Austausch von GDP gegen GTP aus, somit wird Ras dadurch 
aktiviert [Egan et al., 1993; Li et al., 1993]. In der aktiven Form rekrutiert und aktiviert Ras 
daraufhin die Proteinkinase Raf-1 [Zmuidzinas et al., 1991], woraufhin die aktivierte Raf-1 
dann MEK 1 und 2 phosphoryliert und diese dann wiederum ERK 1 und 2. Aktivierte ERK 1/2 
hat verschiedene Substrate, die sie phosphoryliert, beispielsweise die Zyklin-abhängige 
Kinase (cyclin-dependent kinase, cdk) 2, die eine wichtige Rolle in der Initiierung des 
Zellzyklus spielt [Blanchard et al., 2000]. Weiterhin ist die aktivierte ERK 1/2 in der Lage, 
vom Zytoplasma in den Zellkern zu translozieren und dort verschiedene 
Transkriptionsfaktoren wie c-Myc, AP-1, NF-AT oder Elk-1 zu aktivieren, die an die 
Promotoren überlebenswichtiger und proliferationsinduzierender Gene binden und deren 
Expression induzieren [Treisman, 1996; Junttila et al., 2008].  
1.3.2.3 PI3K/Akt Signalweg 
Die Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) stellen eine große Familie intrazellulärer 
Signalmoleküle dar. Die in der IL-2R Signaltransduktion beteiligte PI3K gehört zur Klasse I 
und besteht aus zwei Untereinheiten, die jeweils 85 kDa (p85) und 110 kDa (p110) groß 
sind. Die p85-Untereinheit besitzt eine regulatorische und die p110-Untereinheit eine 
katalytische Funktion, dabei kontrolliert die p85 Untereinheit die Lokalisation des dimeren 
Enzyms und stabilisiert die p110-Untereinheit außerdem [Yu et al., 1998; Fruman und 
Bismuth, 2009]. 
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Der PI3K/Akt Signalweg wird in der IL-2R Signaltransduktion wie der MAPK Signalweg 
ebenfalls durch die Anlagerung des Shc-Moleküls an das Phosphotyrosin Tyr338 der IL-2Rβ-
Kette initiiert [Truitt et al., 1994; Gu et al., 2000]. Das an Shc gebundene Adaptermolekül 
Grb-2 kann neben Sos, das für die MAPK-Signalkaskade entscheidend ist, auch Gab-2 (Grb-
2 associated binder-2) binden. Der Grb-2/Gab-2-Komplex ist essentiell für die Rekrutierung 
der PI3K, die über eine SH-2-Domäne ihrer regulatorischen p85-Untereinheit an Gab-2 
bindet. Daraufhin wird die katalytische Untereinheit, p110, aktiviert und das aktive Enzym 
gelangt an die Zytoplasmamembran, wo es die Hydroxylgruppe seines Lipidsubstrates 
Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat (PI-(4,5)-P2) an der D3-Position phosphoryliert. Das 
entstehende Produkt PI-(3,4,5)-P3 dient der Rekrutierung zweier Kinasen, die an das PIP3 
über Pleckstrin-Homologie (PH)-Domänen binden können und somit zur Zellmembran 
rekrutiert werden. Das ist zum einen die Akt Kinase, auch Protein-Kinase B (PKB)  genannt 
[Bellacosa et al., 1991], zum anderen wird auch die Phosphoinositid-abhängige Kinase 1 
(PDK1, phosphoinositide-dependent kinase1) rekrutiert.  
Die Akt stellt ein zentrales Schlüsselenzym des PI3K Signalweges dar, für das bisher mehr 
als 100 Substrate beschrieben wurden [Manning und Cantley, 2007]. Die Kinase wird durch 
Phosphorylierung des Threonins an der Aminosäureposition 308 (Thr308), sowie der 
Phosphorylierung an Serin 473 (Ser473) aktiviert. Diese Phosphorylierungen erfolgen durch 
die PDK1 (Thr308) [Alessi et al., 1997] und den mTORC2-Komplex (Ser473) [Sarbassov et 
al., 2005] und sind erst durch die modifizierte Faltung des Enzyms nach Bindung an PIP3  
möglich [Calleja et al., 2007].  Im Anschluss an ihre Aktivierung dissoziiert die Akt von der 
Zellmembran und transloziert sowohl ins Zytoplasma, als auch in den Zellkern, und 
phosphoryliert eine große Vielfalt an Proteinen mit dem Ziel, das Wachstum, die Proliferation 
und das Überleben der Zelle zu fördern [Hers et al., 2011]. Die Proliferation wird dabei vor 
allem durch die inhibitorische Phosphorylierung der Glykogen-Synthase-Kinase-3 (GSK-3) 
induziert. Die aktive GSK-3 phosphoryliert die Zykline D und E, die daraufhin degradiert 
werden, im Umkehrschluss führt die Inaktivierung der GSK-3β zur Progression des 
Zellzyklus [Diehl et al., 1998; Welcker et al., 2003]. Weiterhin phosphoryliert und inaktiviert 
die Akt Kinase Mitglieder der Familie der Forkhead Transkriptionsfaktoren (FOXO factors). 
Diese spielen eine wichtige Rolle in der Proliferation, da sie den Zellzyklusarrest über die 
Induktion Zellzyklus-negativ-regulierender Proteine wie z.B. der cdk-Inhibitor p27kip1 
herbeiführen [Burgering und Medema, 2003]. Durch die Akt-vermittelte Phosphorylierung der 
FOXO factors werden sie inaktiviert und akkumulieren im Zytoplasma. 
Neben der Zellzyklusprogression wird die Proliferation auch durch antiapoptotische Prozesse 
gefördert. Auch hier spielt die IL-2-induzierte Aktivierung der Akt Kinase eine entscheidende 
Rolle [Ahmed et al., 1997]. Beispielsweise phosphoryliert sie das proapoptotische Protein 
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BAD, das daraufhin von Bcl-2/Bcl-x dissoziiert und damit die antiapoptotische Wirkung  von 
Bcl-2/Bcl-x begünstigt [Datta et al., 1997]. 
1.4 Regulation Kinase-vermittelter Signalwege durch Phosphatasen 
Signaltransduktorische Kinase-Kaskaden wie die des PI3K/Akt Signalweges werden durch 
die Aktivität von Phosphatasen reguliert. Generell werden Proteinkinasen wie die Akt dabei 
von den Proteinphosphatasen reguliert, welche die Abspaltung von anorganischem 
Phosphat (Pi) veresterter Hydroxyl (OH)-Gruppen der Kinasen katalysieren. Hierbei werden 
je nach Substratspezifität Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP) und Protein-Serin/Threonin-
Phosphatasen (PSP) unterschieden [Cohen, 1989]. Darüber hinaus gibt es ebenfalls 
dualspezifische Phosphatasen (DSP), die sowohl Phospho-Tyrosin- als auch Phospho-
Serin/-Threonin-Reste dephosphorylieren. 
Obwohl PTP und PSP dieselbe Dephosphorylierungsreaktion katalysieren, unterscheiden 
sich die Katalysemechanismen gravierend. Charakteristisch für die PSP-vermittelte 
Dephosphorylierung ist die Beteiligung zweier Metallionen, Mn2+ und Fe2+. Die Katalyse wird 
durch konservierte Histidin- und Aspartatreste, sowie eines Asparaginrestes, die sich im 
aktiven Zentrum der Phosphatase befinden, koordiniert. Die beiden Metallionen binden und 
aktivieren ein Wassermolekül, das den nukleophilen Angriff der Phosphatase auf das 
Phosphor-Atom initiiert [Shi, 2009]. Im Gegensatz dazu erfolgt die PTP-vermittelte 
Dephosphorylierung ohne die Kooperation von/mit Metallionen und verläuft in einem 2-
Schritt-Mechanismus. Dabei sind das HCXXGXXR-Motiv in der katalytischen Domäne, sowie 
die flexible WPD (Trp-Pro-Asp)-Schleife, entscheidend beteiligt [Tanner et al., 2011]. Nach 
Bindung des Substrates legt sich die WPD-Schleife über das aktive Zentrum des Enzyms 
und in einem ersten Schritt der Katalyse erfolgt ein nukleophiler Angriff des katalytischen 
Cysteins auf das Phosphor-Atom des Tyrosins und bildet ein Phospho-Cystein-Intermediat. 
Gleichzeitig geht der saure Aspartat-Rest der WPD-Schleife eine 
Wasserstoffbrückenbindung mit dem phenolischem Sauerstoff des Tyrosins ein und 
stabilisiert somit den Komplex. Im zweiten Schritt der Katalyse agiert dasselbe Aspartat als 
Base indem es  ein Wassermolekül deprotoniert, was zur Hydrolyse des Phospho-Enzym-
Intermediates führt [Barr, 2010].  
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1.4.1 Regulation des PI3K/Akt Signalweges durch Phosphatasen 
Die Aktivität der Akt Kinase wird sowohl direkt als auch indirekt reguliert. Auf direktem Wege 
wird sie durch die Serin-/Threonin-Phosphatasen proteine phosphatase 2A (PP2A) am 
Ser473 und PH domain leucine-rich repeat phosphatase (PHLPP) am Thr308 
dephosphoryliert [Alessi et al., 1996; Gao et al., 2005].  
Zum anderen wird die Aktivität der Akt entscheidend indirekt durch zwei weitere 
Phosphatasen reguliert, indem ihr Substrat, das Produkt der PI3K PI-(3,4,5)-P3, durch 
Lipidphosphatasen limitiert wird. Bei diesen Phosphatasen handelt es sich um den ubiquitiär 
exprimierten Tumor-Suppressor phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 
10 (PTEN), sowie die auf hematopoetische Zellen restringierte Src homology 2 domain-
containing inositol-5-phosphatase (SHIP) 1 und die weiter verbreitete SHIP2 Phosphatase 
[Maehama und Dixon, 1998; Pesesse et al., 1998; Huber et al., 1999], die gemäß ihrer 
Aktivität als PI3K-Antagonisten bezeichnet werden.  
PTEN besitzt außer der Lipidphosphataseaktivität zusätzlich die Fähigkeit dualspezifischer 
Proteinphosphatasen, und dephosphoryliert beispielsweise die focal adhesion kinase (FAK) 
[Tamura et al., 1998]. Weiterhin ist für PTEN beschrieben, dass die Dephosphorylierung 
des Lipidsubstrates PI-(3,4,5)-P3 über den gleichen 2-Schritt-Mechanismus wie bei der 
Dephosphorylierung von Protein-Tyrosin-Substraten durch PTP erfolgt [Xiao et al., 
2007]. 
In ihrer Funktion als Lipidphosphatase dephosphoryliert PTEN PI-(3,4,5)-P3 an der 3’OH-
Position, wohingegen SHIP1 und 2 das Phosphat der 5’OH-Position entfernen [Leslie et al., 
2011]. Durch diese Gegebenheit generieren beide Phosphatasen unterschiedliche Produkte, 
dabei beendet das durch die PTEN erzeugte PI-(4,5)-P2 das PI3K-Signal. Im Gegensatz 
dazu wird das PI3K-Signal durch die SHIP1/2-induzierte Enstehung des PI-(3,4)-P2 auf 
andere Signalwege umgeleitet [Downes et al., 2007].  
Die große Bedeutsamkeit der regulatorischen Funktion der PTEN wird dadurch 
hervorgehoben, dass der knockout des Gens in Mäusen zur Letalität im frühen embryonalen 
Stadium führt [Di Cristofano et al., 1998; Suzuki et al., 1998]. Im Gegensatz dazu sind 
SHIP1-knockout-Mäuse lebensfähig, auch wenn sie eine verkürzte Lebensdauer im 
Vergleich zum Wildtyp zeigen [Helgason et al., 1998].  
Die Regulation der Aktivität der Akt durch die verschiedenen Phosphatasen ist in Abb. 1.2 
graphisch zusammengefasst. 
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Abb. 1.2: Regulation der Aktivität der Akt Kinase durch verschiedene Phosphatasen. 
Erläuterungen im Text (eigene Darstellung). 
1.5 Der Einfluss von Zink auf die IL-2R-vermittelte Signaltransduktion 
Vor etwa 20 Jahren wurde ein möglicher Einfluss von Zink auf die IL-2R Signaltransduktion 
erstmalig beschrieben [Tanaka et al., 1990]. In dieser Publikation zeigten die Autoren, dass 
Zink in der murinen T-Zelllinie CTLL-2 sowohl die Produktion von IL-2, als auch die T-Zell-
Antwort auf IL-2-Stimulation, d.h. die Zellproliferation, erhöht. Daraus schlussfolgerten die 
Autoren, dass Zink modulatorisch in die IL-2-Signaltransduktion, bzw. bei der Interaktion des 
IL-2 und des IL-2R, oder auch der Expression des IL-2R eingreifen könnte. Weiterhin 
konnten wir vor kurzem zeigen, dass die Stimulation des IL-2R durch IL-2 eine Translokation 
des vesikluär gespeicherten Zinks ins Zytoplasma hervorruft [Kaltenberg et al., 2010]. 
Außerdem bewirkt die Depletion des Zinks in T-Zellen einen Abbruch des IL-2-induzierten 
MAPK-Signalweges, nicht aber des Jak1/STAT-Weges [Kaltenberg et al., 2010]. 
Interessanterweise konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass Zink den 
Phosphorylierungsgrad der MAPK Mek1/2 und ERK1/2 im Vergleich zur Kontrolle ohne Zink 
prolongiert, was auf eine Inhibition der entsprechenden Phosphatasen durch Zink hindeutet. 
Ein inhibitorischer Einfluss von Zinkionen auf Phosphatasen wurde bereits vor mehr als 30 
Jahren publiziert, hierbei wurde festgestellt, dass Zinkkonzentrationen unter 10 µM bereits 
ausreichen, um die Aktivität einer PTP vollständig zu unterbinden [Brautigan et al., 1981]. 
Auch in jüngeren Publikationen wurde die Zink-induzierte Inhibition verschiedener PTPs 
P P
P
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P
P P
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beschrieben und IC50-Werte im Bereich von 17 nM für die PTP1B und 93 nM für SHP-1 
ermittelt [Haase und Maret, 2003]. Aktuell wurde für die Zink-vermittelte Inhibition der PTP  
beta sogar ein IC50 von nur 21 ± 7 pM veröffentlicht  [Wilson et al., 2012]. 
Der inhibitorische Mechanismus wurde bei all diesen Publikationen bisher noch nicht 
aufgeklärt. Jedoch vermuteten bereits Brautigan et al. vor über 20 Jahren, dass Zinkionen 
direkt mit der Phosphatase interagieren [Brautigan et al., 1981]. Mittlerweile wird verstärkt 
angenommen, dass Zinkionen mit dem katalytischen Cystein der Phosphatasen assoziieren 
und den katalytischen Mechanismus des Enzyms auf diesem Wege inhibieren [Maret et al., 
1999; Haase und Maret, 2003]. 
Im Zusammenhang mit den IL-2R-assoziierten Signalwegen wurde eine Zink-induzierte 
Inhibition der PTEN mehrfach in der Literatur diskutiert [Wu et al., 2003; Lee et al., 2009]. 
Der Anhaltspunkt dafür war in beiden Publikationen eine Aktivierung der Akt in Gegenwart 
von Zink. Dabei fanden Wu et al. heraus, dass Zink den Abbau der PTEN durch das 
Proteasom induziert [Wu et al., 2003]. In der Publikation von Lee et al. konnte dies jedoch 
nicht bestätigt werden. Weiterhin untersuchte diese Arbeitsgruppe den Effekt von Zink auf 
die Phosphorylierung und Oxidation der PTEN, doch auch hier konnte kein Hinweis auf den 
inhibitorischen Mechanismus gefunden werden [Lee et al., 2009]. Eine direkte Bindung des 
Zinks an das Enzym und eine damit verbundene Inhibition wurde bisher noch nicht 
untersucht.
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2 Zielsetzung 
Aus einer vorhergehenden Publikation der Arbeitsgruppe war ein Einfluss von Zink auf die 
IL-2R-vermittelte Signaltransduktion in T-Lymphozyten bekannt. Dabei wurde herausgestellt, 
dass zwei der IL-2R-induzierten Signalwege, der MAPK und der PI3K Signalweg, 
zinkabhängig sind. Weiterhin wurde eine Inhibition der MAPK Phosphatasen durch Zink als 
zugrundeliegender Mechanismus eruiert. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit sollte in der näheren Untersuchung der Zink-Abhängigkeit 
der IL-2-vermittelten Aktivierung des PI3K Signalweges in T-Zellen bestehen. Dafür sollten 
verschiedene T-Zelllinien, sowie primäre humane T-Zellen und primäre murine Thymozyten 
verwendet werden. 
Zunächst sollte die Ausschüttung des freien Zinks aus den Zinkosomen, das so genannte 
Zinksignal, als Antwort auf IL-2-Stimulation näher untersucht werden. Dabei sollte die 
Spezifität der Zink-Translokation in Antwort auf die IL-2 Stimulation analysiert werden, indem 
inaktiviertes IL-2 mit dem nativen Protein verglichen wird. Weiterhin sollte heraus gestellt 
werden, in wie weit das Zink-Signal abhängig von der Signaltransduktion über den MAPK 
und PI3K Weg ist, indem beide Signalwege durch den Einsatz von Inhibitoren unterbochen 
werden. In weiterführenden Experimenten sollte der Einfluss des Zinks auf downstream-
Effekte des IL-2-induzierten PI3K/Akt Signalweges wie die Zellproliferation untersucht 
werden. Insbesondere der Effekt einer Zink-Depletion auf die Expression der Zykline D2 und 
E, sowie die Progression des Zellzyklus sollte dabei näher analysiert werden. 
Letztendlich war das Hauptziel der Arbeit, die Zielstruktur der Zinkionen im PI3K/Akt 
Signalweg zu identifizieren. Die Literatur deutete in der Vergangenheit bereits mehrfach auf 
einen möglichen inhibitorischen Effekt von Zinkionen auf den Tumor-Suppressor PTEN hin. 
Da auch SHIP1 eine entscheidende Rolle in der Regulation der PI3K spielt, sollte der 
aktivierende Effekt des Zinks auf die Akt Kinase in verschiedenen Zelllinien und primären T-
Zellen, die sich in der Expression der beiden Phosphatasen unterscheiden, untersucht 
werden. Weitergehend sollte eine mögliche Inhibition der PTEN durch Zinkionen aufgrund 
einer direkten Interaktion mit katalytisch essentiellen Aminosäuren des Enzyms eruiert 
werden. Dabei war von besonderem Interesse, die direkte Inhibition der PTEN durch Zink zu 
zeigen. Darüberhinaus sollte außerdem die These gestützt werden, dass Zinkionen vor allem 
das katalytische Cystein (Cys124) binden. Da die Thiolgruppe dieses Cysteins durch H2O2 
oxidiert wird, sollte ein potenzieller Schutz der PTEN durch Zink untersucht werden. 
Letztendlich sollte eine mögliche Zinkbindungsstelle in der Phosphatase-Domäne der PTEN 
lokalisiert werden und diese durch die Mutation der entsprechenden Aminosäuren analysiert 
werden, um den Mechanismus der Zink-vermittelten PTEN-Inhibition möglichst vollständig 
aufzuklären.
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3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Material  
3.1.1 Software 
Zur Erstellung der Klonierungsstrategien und zur Analyse der verwendeten Plasmide wurde 
mit der Software „Serial Cloner“ (Serial Basics, serialbasics.free.fr) gearbeitet. 
Das Programm “Graph Pad Prism“ (Version 5.00, GraphPad Software, USA)  wurde zur 
Berechnung und zur Erstellung von Grafiken verwendet. 
3.1.2 Geräte 
Analysenwaage, 770/GS/GJ 
 
Kern, Balingen-Frommern 
Bakterien-Inkubator Memmert, Schwabach 
Bio-Imager, „LAS 3000“ Fujifilm Lifecience, Düsseldorf 
Bürker-Kammer,  mit Deckgläschen Brand, Wertheim 
CD Spektrometer, „OLis 17“ On-line Instrument Systems, USA 
Sterile Werkbank, KR-130 und KR-210 Kojair, Finnland 
 
CO2-Inkubator Sanyo, Japan 
 
Durchflusszytometer, „FACSCalibur“ Becton Dickinson, Heidelberg 
 
Elektrophoresekammer für Agarosegele BioRad, München 
Elektrophoresekammer für Polyacrylamidgele 
 
BioRad, München 
 
Fluoreszenz-Plattenlesegerät, „Ultra 384“ Tecan, Crailsheim 
Gefrierschrank, - 20 °C Bosch, München 
Gefrierschrank, - 80°C Sanyo, Gunma, Japan 
Geldokumentationsanlage, „Gel Dok XR“ BioRad, München 
 
Laborwaage, 1265 MP Sartorius, Göttingen 
Magnetrührer, MR3001 Heidolph, Schwabach 
Mikroplattenphotometer „Sunrise“ Tecan, Crailsheim 
Mikroskop, „SM-LUX“ Leitz, Wetzlar 
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PCR-Cycler, „Gene Amp PCR System 2700“ Applied Biosystems, Darmstadt 
 
pH-Messgerät Hanna Instruments, Kehl am Rhein 
Pipetten, „Research“ Eppendorf, Hamburg 
 
Pipettierhilfe,“ Pipetus-Akku“ Hirschmann, Eberstadt 
Präzisionsküvetten aus Quarzglas SUPRASIL,  
Typ 106-QS 
 
Hellma Analytics, Mülheim 
Schüttelinkubator, „Thermomixer comfort“ Eppendorf, Hamburg 
 
Schüttler, „Titramax 101“ Heidolph Instruments, Schwabach 
Spektralphotometer, „BioPhotometer“ Eppendorf, Hamburg 
Standzentrifuge, „Varifuge 3.0 RS“ Heraeus Christ, Osterode 
 
Stromversorgungseinheit für Elektrophoresekammern BioRad, München 
 
Taqman-PCR-Cycler, “ABI Prism 7000“ Applied Biosystems, Darmstadt 
 
Tischzentrifuge, „Eppendorf 5417 R“ Eppendorf, Hamburg 
 
Ultraschallgerät, „Vibra Cell“ Sonics & Materials, USA 
UV Cleaner Box, UVC/T Lab4You, Berlin 
UV-Transilluminator TI2 Biometra, Göttingen 
Vortex-Gerät, „REAX2000“ Heidolph, Schwabach 
 
Wasserbad GFL, Burgwedel 
 
Western Blot-Kammer  BioRad, München 
Zellzählgerät, „Casy 1 TT“ Schärfe System, Reutlingen 
3.1.3 Verbrauchsmaterialien 
0,40 x 20 mm Einmal-Injektions-Kanülen Braun, Melsungen 
Belichtungskassette BioRad, München 
 
Casy-Cups 
 
Schärfe System, Reutlingen 
Casy-Ton Innovatis, Reutlingen 
Einmalküvetten Sarstedt, Nümbrecht 
 
Einmalpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml 
 
Greiner, Nürtingen 
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Einmalspritzen 1 ml Becton Dickinson, Heidelberg 
Einmalspritzen 25 ml Terumo, Belgien 
Einmal-Spritzenfilter (0,2 µm) Corning, USA 
Erlenmeyerkolben aus Glas Schott, Mainz 
FACS-Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht 
Gel-Blotting-Papiere („Whatman-Papier“) Bioscience, Heidelberg 
 
Glasplatten, Outer Glass PLTW/1,5 mm, M-P-3 
 
BioRad, München 
Glasplatten, Short Plates, M-P-3 BioRad, München 
 
Klebefolien, Optical Adhesive Covers 
 
Applied Biosystems, USA 
 
Kryo-Röhrchen Nunc, Dänemark 
Kunststoffröhrchen mit Schraubverschluss, 
15 ml und 50 ml 
 
Falcon, Heidelberg 
Latex Einmalhandschuhe 
 
Kimberly-Clark, Belgien 
 
Pipettenspitzen, 100-1000 µl Eppendorf, Hamburg 
 
Pipettenspitzen, 1-10 µl und 10-100 µl 
 
Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße, 1,5 ml und 2 ml Sarstedt, Nümbrecht 
 
Reaktionsplatten, MicroAmp Optical 96-Loch Applied Biosystems, USA 
 
Sterile Impfösen Sarstedt, Nümbrecht 
Trans-Blot Transfer Medium,  
“Pure Nitrocellulose Membrane” 
 
BioRad, München 
 
UV-Einmalküvette, UVette Eppendorf, Hamburg 
 
Western Blot-Schwammkissen 
 
BioRad, München 
Zellkulturflaschen, 25 cm2 und 75 cm2 
 
Nunc, Dänemark 
Zellkulturplatten,  
6-Loch, 12-Loch, 24-Loch und 96-Loch 
 
 
Becton Dickinson, Heidelberg 
Zellkulturschalen, 100 x 20 mm Sarstedt, Nümbrecht 
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3.1.4 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme 
Die verwendeten Lösungen wurden ausschließlich mit Chemikalien der Qualitätsstufe p.A. 
und, wenn nicht anders angegeben, bidestilliertem Wasser angesetzt. 
Nährmedien für Bakterien wurden durch Autoklavieren für 20 min bei 121 °C sterilisiert. 
Lösungen und Reagenzien, die nicht explizit angegeben sind, wurden den angegebenen Kits 
entnommen. 
3.1.4.1 Chemikalien und Reagenzien 
 
Acrylamide-Bis solution (37,5:1), 30 % (w/v) Serva, Heidelberg 
Agarose MultiABgarose 
 
Abgene, Hamburg 
Ammonium-Persulfat 
 
BioRad, München 
Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen 
Aqua Braun Spüllösung Delta Select, Pfullingen 
Benzamidine HCl Merck, Darmstadt 
Biotinylierte Proteinleiter Cell Signaling, USA 
 
Brilliant SYBR Green QPCR Mastermix Stratagene, Niederlande 
Bromphenolblau Riedel-de- Haën, Hannover 
BSA, Fraktion V PAA 
Calciumchlorid  Merck, Darmstadt 
Dithiothreitol (DTT) Sigma, Deisenhofen 
DMSO Sigma, Deisenhofen 
DNA-Leiter,  250 bp und 1 kb MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 mM Applied Biosystems, GB 
 
Ethanol, 70 % Universitätsklinikum, Aachen 
 
Ethanol, absolut J. T. Baker, Niederlande 
Ethidiumbromid 
 
Invitrogen, Karlsruhe 
Glutathion, reduziert Merck, Darmstadt 
 
Glycerin Merck, Darmstadt 
Glycin Merck, Darmstadt  
 
Heparin-Natrium, Liquemin N 5000 Roche, Mannheim 
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Hepes Merck, Darmstadt 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 
LumiGLO Reagent and Peroxide Cell Signaling, USA 
LY294002 Cell Signaling, USA 
Lysozym Merck, Darmstadt 
 
-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt 
Methanol Universitätsklinikum, Aachen 
 
NaCl 
 
Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt 
Natrium-Vanadat Sigma, Deisenhofen 
Natronlauge Merck, Darmstadt 
O’Range Ruler Loading Dye Solution (6x)  MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Pefabloc SC Roche 
Phosphorsäure Sigma, Deisenhofen 
Ponceau S  Applichem 
Propidium Iodid Sigma, Deisenhofen 
Pyrithion Sigma, Deisenhofen 
RNase, DNase-frei MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Salzsäure Merck, Darmstadt 
TEMED (N, N, N´, N´-Tetramethylethylendiamin) Sigma, Deisenhofen 
TPEN Sigma, Deisenhofen 
Tris Base Merck, Darmstadt 
Trypanblau-Lösung 0,4 % Sigma, Deisenhofen 
Tween 20 Merck, Darmstadt 
 
U0126 Cell Signaling, USA 
Wortmannin Sigma, Deisenhofen 
Zinksulfat Merck, Darmstadt 
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3.1.4.2 Enzyme  
DNase I Invitrogen, Karlsruhe 
KOD Hotstart Polymerase  Novagen, Darmstadt 
Recombinant human PTEN R&D Systems 
Restriktionsenzyme Dpn I, Cla I, Eco RI, Bam HI MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
T4-Ligase  MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
3.1.5 Medien und Selektionsmarker für die Kultivierung von Bakterien  
LB-Medium “Luria-Bertani” Universitätsklinikum, Aachen 
 
Ampicillin  Sigma, Deisenhofen 
3.1.6 Medien und Lösungen für die Zellkultur 
DMEM Medium, 4,5 g/L Glucose 
 
Bio Whittaker, Heidelberg 
Fetales Kälberserum PAA, Cölbe 
 
Ficoll-Trennlösung 1,077 g/ml Biochrom, Berlin 
 
Interleukin-2 „Proleukin®“ 
 
Novartis, Schweiz 
L-Glutamin 200 mM 
 
Bio Whittaker, Heidelberg 
Na-Pyruvat 
 
Bio Whittaker, Heidelberg 
Non-essential amino acids (NEAA) Bio Whittaker, Heidelberg 
 
Penicillin/Streptomycin 
 
Bio Whittaker, Heidelberg 
PHA  Becton Dickinson, Heidelberg 
 
Phosphate Buffered Saline (PBS) Bio Whittaker, Heidelberg 
 
RPMI 1640 Medium ohne L-Glutamin 
 
Bio Whittaker, Heidelberg 
Trypsin 
 
 
 
 
Bio Whittaker, Heidelberg 
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3.1.7 Antikörper  
HRP-konjugierter anti-Biotin-Antikörper Cell Signaling, USA 
Kaninchen-anti-Phospho-Akt (Ser473) Antikörper  Cell Signaling, USA 
Kaninchen-anti-Phospho-Akt (Thr308) Antikörper Cell Signaling, USA 
Kaninchen-anti-Phospho-Jak1 (Tyr1022/Tyr1023) 
Antikörper 
 
 
 
Biosource, USA 
Kaninchen-anti-Phospho-p44/42 (Thr202/Tyr204) 
Antikörper  
Cell Signaling, USA 
Kaninchen-anti--Aktin Antikörper Cell Signaling, USA 
Maus-anti-human-CD25-PE konjugiert Becton Dickinson, Heidelberg 
Maus-anti-human-CD3-FITC konjugiert Becton Dickinson, Heidelberg 
Maus-anti-human-PTEN Antikörper (A2B1) Santa Cruz, USA 
Maus-anti-human-SHIP Antikörper (P1C1) Santa Cruz, USA 
Maus-IgG1-Isotypkontrolle-FITC konjugiert Becton Dickinson, Heidelberg 
Maus-IgG1-Isotypkontrolle-PE konjugiert Becton Dickinson, Heidelberg 
Ziege-anti-Kaninchen IgG HRP-gekoppelter 
Antikörper 
Cell Signaling, USA 
Ziege-anti-Maus IgG HRP-gekoppelter Antikörper Cell Signaling, USA 
3.1.8 Zinkspezifische Fluoreszenzsonden 
FluoZin-3 A (acid, freie Säure) Invitrogen, Karlsruhe 
FluoZin-3 AM (Acetoxymethylester)  Invitrogen, Karlsruhe 
ZinPyr-1 Neurobiotex, USA 
Zinquin Alexis Biochemicals, USA 
3.1.9 Kommerzielle Kits  
Malachite Green Assay Kit (K-1500) Echelon Inc., USA 
NucleoSpin RNA II Macherey Nagel, Düren 
Plasmid Maxi Kit QIAGEN, Hilden 
 
Plasmid Mini Kit QIAGEN, Hilden 
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PTEN Activity ELISA (K-2300) Echelon Inc., USA 
QIAamp DNA Mini Kit QIAGEN, Hilden 
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden 
SignalSilence PTEN siRNA Kit Cell Signaling, USA 
3.1.10 Vektoren 
3.1.10.1 Käufliche Vektoren 
 
pGEX-4T-1, Expressionsvektor für Bakterien (Invitrogen, Karlsruhe) 
3.1.11 Oligonukleotide 
Alle synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma Aldrich, Deisenhofen 
bezogen. Es folgen die Sequenzen der PCR-Primer und der Sequenzierprimer, sowie der 
Primer für die In vitro-Mutagenese (Tab. 3.1-3.3).  
3.1.11.1 PCR- und Sequenzier-Primer 
Oligonukleotide, die zur Amplifikation der humanen PTEN-Sequenz verwendet wurden, 
sowie die Sequenzierprimer zur Überprüfung der korrekten Amplifikation, sind in Tab. 3.1 
aufgeführt. Die Primer, welche für die gerichtete in vitro-Mutagenese eingesetzt wurden, sind 
in Tab. 3.2 aufgeführt. In Tab. 3.3 sind die Sequenzen der Primer angegeben, die für die 
Realtime-PCR verwendet wurden. 
Tab. 3.1: Primer zur Amplifikation und Sequenzierung der PTEN 
Bezeichnung Sequenz 5´ →  3´ Verwendung 
PTEN-5’UTR-
Bam HI 
CCGGATCCATGACAGCCATCATCAAAG Amplifikation der humanen 
PTEN-Sequenz aus cDNA 
unter Anfügen von 
Restriktions-Schnittstellen  PTEN-3’UTR- 
Eco RI 
CGGAATTCAAATTCAGACTTTTGTAATTTG 
PTEN Seq. 
forward 
CCCAGTCAGAGGCGCTATGTG Vorwärts-Sequenzierprimer 
PTEN Seq. 
reverse 
GAGGATTGCAAGTTCCGCCAC Rückwärts-Sequenzierprimer 
 
 
MATERIAL UND METHODEN  24 
Tab. 3.2: Primer für die gerichtete in vitro-Mutagenese 
Bezeichnung Sequenz 5´ →  3´ Verwendung 
PTEN Mut1 
Cys71 forward 
 
CAAGATATACAATCTTTCTGCTGAAAGACATTATG 
 
 
Amplifikation der humanen 
PTEN-Sequenz aus  pGEX-4T-
1 PTEN unter Einfügen einer 
Punktmutation in Cys71 
 
Mutation:  
Cystein TGT    Serin TCT 
 
PTEN Mut1 
Cys71 reverse 
CATAATGTCTTTCAGCAGAAAGATTGTATATCTTG 
PTEN Mut2 
Asp92 forward GCACAATATCCTTTTGAAGCCCATAACCCACCAC 
 
Amplifikation der humanen 
PTEN-Sequenz aus  pGEX-4T-
1 PTEN unter Einfügen einer 
Punktmutation in Asp92 
 
Mutation:  
Aspartat  GAC  Alanin GCC 
 
PTEN Mut2 
Asp92 reverse 
 
GTGGTGGGTTATGGGCTTCAAAAGGATATTGTGC 
 
PTEN Mut3 
His123 forward CATGTTGCAGCAATTGCCTGTAAAGCTGGAAAGGG 
 
Amplifikation der humanen 
PTEN-Sequenz aus  pGEX-4T-
1 PTEN unter Einfügen einer 
Punktmutation in His123 
 
Mutation:  
Histidin CAC     Alanin GCC 
  
PTEN Mut3 
His123 reverse CCCTTTCCAGCTTTACAGGCAATTGCTGCAACATG 
PTEN Mut4 
Cys124 forward CATGTTGCAGCAATTCACTCTAAAGCTGGAAAGGG 
 
Amplifikation der humanen 
PTEN-Sequenz aus  pGEX-4T-
1 PTEN unter Einfügen einer 
Punktmutation in Cys124 
 
Mutation:  
Cystein TGT     Serin TCT 
PTEN Mut4 
Cys124 reverse CCCTTTCCAGCTTTAGAGTGAATTGCTGCAACATG 
 
Tab. 3.3: Übersicht über die verwendeten Primer für die Real-time-PCR 
Bezeichnung Sequenz 5´ → 3´ Referenz 
Bcl-2 forward CATGTGTGTGGAGAGCGTCAA 
Eigenes Design mit „Serial 
Cloner“ 
Bcl-2 reverse TTCCACAA GGCATCCCAG 
Eigenes Design mit „Serial 
Cloner“ 
Cyclin D2 
forward 
TCCCGACTCCTAAGACCCATCT 
Eigenes Design mit „Serial 
Cloner“ 
Cyclin D2 
reverse 
ACTACCAGTTCCCACTCCAGCA 
Eigenes Design mit „Serial 
Cloner“ 
Cyclin E forward AGGAATTGTTGGCCACCTGT 
Eigenes Design mit „Serial 
Cloner“ 
Cyclin E reverse CTGTGAACATGCCCAGCTTAA 
Eigenes Design mit „Serial 
Cloner“ 
-Actin forward ATGGATGATGATATCGCCGCG 
[Lagoo-Deenadayalan et al., 
1993] 
-Actin reverse CTAGAAGCATTGCGGTGGACGATGGAGGGGCC 
[Lagoo-Deenadayalan et al., 
1993] 
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3.1.12 Bakterienstämme 
Tab. 3.4: Verwendete Bakterienstämme 
Bezeichnung Genotyp Bezugsquelle 
E.coli BL21(DE3) pLysS 
F– ompT hsdSB(rB–, mB–) gal dcm (DE3) 
pLysS (CamR) 
Invitrogen, Karlsruhe 
3.1.13 Zelllinien 
Tab. 3.5: Übersicht über die verwendeten Zelllinien 
Zelllinie Beschreibung Kulturmedium 
CTLL-2 
Murine cytotoxische T-Zelllinie 
Suspensionszelllinie, IL-2-abhängig 
RPMI 1640 
+ 10 % FCS 
+ 2 mM L-Glutamin 
+ 1 mM Na-Pyruvat 
+ 100 U/ml Penicillin 
+ 100 µg/ml Streptomycin 
+ 3,6 µl/L β-Mercaptoethanol  
Jurkat 
Humane Leukämie-T-Zelllinie 
Suspensionszelllinie 
RPMI 1640 
+ 10 % FCS 
+ 2 mM L-Glutamin 
+ 1 mM Na-Pyruvat 
+ 1 x NEAA 
+ 100 U/ml Penicillin 
+ 100 µg/ml Streptomycin 
Molt-4 
Humane Leukämie-T-Zelllinie 
Suspensionszelllinie 
RPMI 1640 
+ 10 % FCS 
+ 2 mM L-Glutamin 
+ 1 mM Na-Pyruvat 
+ 100 U/ml Penicillin 
+ 100 µg/ml Streptomycin 
HuT-78 
Humane Leukämie-T-Zelllinie 
Suspensionszelllinie 
RPMI 1640 
+ 10 % FCS 
+ 2 mM L-Glutamin 
+ 100 U/ml Penicillin 
+ 100 µg/ml Streptomycin 
HeLa 
Humane Zervixkarzinomzelllinie 
(Henrietta Lacks) 
Adhärente Zelllinie 
DMEM 
+ 4,5 g/L Glucose 
+ 10 % FCS 
+ 2 mM L-Glutamin 
+ 1 mM Na-Pyruvat 
+ 100 U/ml Penicillin 
+ 100 µg/ml Streptomycin 
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3.2  Methoden der Molekularbiologie 
3.2.1 Herstellung kompetenter Escherichia coli-Zellen 
Um Bakterien kompetent für die Aufnahme von DNA-Plasmiden zu machen, wurden diese 
mit CaCl2-Lösung behandelt. Somit werden die Abstoßungskräfte zwischen der negativ 
geladenen DNA und der ebenfalls negativ geladenen Zellmembran verringert und die DNA-
Aufnahme dadurch erleichtert. 
Zur Herstellung kompetenter Escherichia (E.) coli BL21 wurde 1 ml einer über Nacht (üN)-
Kultur in 75 ml LB-Medium in einen 100 ml Schüttelkolben überführt und bei 37 °C und      
170 rpm inkubiert. Die OD600 wurde in regelmäßigen Abständen am Photometer bestimmt. 
Bei einer OD600 von 0,5 wurden 50 ml der Kultur in ein 50 ml-Falcon-Röhrchen überführt und 
für 10 Minuten bei 4 °C und 4000 g zentrifugiert. Das Sediment wurde in 10 ml eiskalter 0,1 
M CaCl2 Lösung resuspendiert, bevor die Suspension erneut für 10 Minuten bei 4 °C und 
4000 g zentrifugiert wurde. Das Sediment wurde wieder in 1 ml eiskalter 0,1 M CaCl2 Lösung 
aufgenommen und anschließend für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Daraufhin wurde die 
Suspension noch einmal bei 4 °C und 4000 g für 10 Minuten zentrifugiert und das Sediment 
final in 1,5 ml 0,1 M CaCl2 Lösung plus 15 % Glycerin resuspendiert. Die Zellsuspension 
wurde auf Eis à 50 µl aliquotiert und entweder direkt verwendet oder bei -80 °C eingelagert. 
3.2.2 Transformation von  kompetenten E. coli-Zellen 
Zur Transformation wurden jeweils 50 µl chemisch kompetente Zellen, welche bei -80 °C 
gelagert wurden, 5 min auf Eis aufgetaut und 5 µl des T4-Ligationsansatzes (3.2.6.2) zu den 
Zellen gegeben. Der Ansatz wurde eine halbe Stunde auf Eis inkubiert, darauf folgte ein 
Hitzeschock für 30 s bei 42 °C. Nach einer kurzen Inkubation auf Eis wurden 250 µl LB-
Medium zugegeben und eine Stunde lang bei 37 °C und 1400 rpm inkubiert.  
Anschließend wurden die Kulturen auf einer Agarplatte mit Selektionsantibiotikum (100 µg/ml 
Ampicillin) ausgestrichen und üN bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag wurden einige der 
Kolonien mit einer sterilen Impföse von der Kulturplatte entnommen und in 1 ml LB-
Selektivmedium (100 µg/ml Ampicillin) in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß übertragen. Die Kulturen 
wurden bei 37 °C und 1400 rpm mindestens 6 Stunden inkubiert und anschließend zur 
Plasmid-Mini-Präparation (3.2.3.1) eingesetzt.  
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3.2.3 Präparation von Nukleinsäuren 
3.2.3.1 Plasmid-Mini-Präparation 
Plasmid-Mini-Präparationen wurden mit dem „Plasmid Mini Kit“ der Fa. Qiagen durchgeführt. 
Die Präparation der Plasmid-DNA erfolgt dabei nach dem Prinzip der alkalischen Lyse in 
Kombination einer Aufreinigung über eine Silicamembran. Die in 1,5 ml LB-Selektivmedium 
angezogenen Kulturen (3.2.2) wurden bei 11000 g für 5 min zentrifugiert. Die Präparation der 
Plasmid-DNA erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. 
3.2.3.2 Plasmid-Maxi-Präparation 
Plasmid-Präparationen im großen Maßstab wurden mit dem „Plasmid Maxi Kit“ der Firma 
Qiagen durchgeführt. Das grundlegende Prinzip der Plasmid-Maxi-Präparation ähnelt dem 
der Plasmid-Mini-Präparation (3.2.3.1). Dafür wurden 200 ml üN Kultur für 15 min bei 7000 g  
abzentrifugiert. Die Präparation erfolgte gemäß der Vorschrift des Herstellers. 
3.2.3.3 Präparation von RNA 
RNA für die RT-PCR wurde mit dem „NucleoSpin RNA II“ der Fa. Macherey Nagel aus den 
Säugerzellen isoliert. Dazu wurden die Zellen einen Tag vor der Präparation auf 5 x 105 
Zellen/ml eingestellt, damit sich die Kultur am Tag der Präparation in der exponentiellen 
Wachstumsphase befindet. Für die Isolierung der RNA wurden jeweils 1 x 106 Zellen 
verwendet. Die Zellen wurden 5 min bei 1000 g zentrifugiert. Die weiteren 
Präparationsschritte erfolgten gemäß der Vorschrift des Herstellers. 
3.2.3.4 Präparation von Gesamt-DNA 
Zur Präparation von Gesamt-DNA aus den Säugerzellen wurde das „QiaAmp DNA Mini Kit“ 
der Fa. Qiagen verwendet. Zur Präparation wurden 1 x 106 Zellen eingesetzt, die 
Durchführung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. 
3.2.4 Konzentrations-/Reinheitsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die Konzentration von wässrigen DNA- und RNA-Lösungen wurde photometrisch mit einem 
Spektralphotometer bestimmt. Dabei wurde jeweils 2 μl Nukleinsäure-Lösung in 98 µl Aqua 
ad iniectabilia verdünnt, in eine UVette pipettiert und im speziellen Programm des 
Photometers vermessen.  
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Konzentration, sowie Reinheit der DNA und RNA wurden mit Hilfe der Software des Gerätes 
nach folgenden Vorgaben berechnet:  
einzelsträngige DNA/RNA OD260nm = 1 (40 μg/ml) 
doppelsträngige DNA OD260nm = 1 ( 50 μg/ml) 
3.2.5 Reverse Transkription: Complementary DNA (cDNA) Synthese 
Für die reverse Transkription von RNA in cDNA wurde das „qScript cDNA-Synthese Kit“ von 
Quantas verwendet. Dabei wurden Oligo-dT-Primer (komplementär zum Poly-A-Schwanz 
des 3`-Endes der mRNA) und Random Hexamer Primer eingesetzt. Diese Primer binden an 
die mRNA und bilden dadurch einen DNA/RNA-Doppelstrang, welcher als Ausgangspunkt 
für die cDNA-Synthese durch die reverse Transkriptase  dient. 
Für die reverse Transkription wurde 1 µg RNA in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und 
mit Aqua ad iniectabilia auf 15 µl aufgefüllt. Daraufhin wurden 4 µl Reaktionsmix (5x) und 1 
µl der reversen Transkriptase zugefügt. 
Die Ansätze wurden dann nach vorsichtigem Mischen nach folgendem Schema (Tab. 3.6) im 
Thermoblock erhitzt: 
Tab. 3.6: Reaktionsschema für die reverse Transkription von RNA  
 
Zeit 
 
Temperatur 
 
5 min 
 
25°C 
 
60 min 
 
42°C 
 
5 min 
 
85°C 
 
Im Anschluss wurde die cDNA entweder direkt weiter verwendet oder bei - 20 °C gelagert. 
3.2.6 Enzymatische Modifikation von DNA 
3.2.6.1 Restriktion 
Für die Restriktion von DNA wurden die vom Hersteller empfohlenen Inkubations-
bedingungen (Puffer und Temperatur) für das jeweilige Restriktionsenzym gewählt.  
Für eine Restriktionsanalyse von Plasmid-DNA wurden in der Regel 500 ng Plasmid-DNA 
mit 1 U Restriktionsenzym und dem entsprechenden Puffer versetzt und mit Aqua ad 
iniectabilia auf 15 µl Gesamtvolumen aufgefüllt. Der Ansatz wurde in einem Eppendorf 
Thermostat 5320-Inkubator bei 37 °C für 60 Minuten inkubiert. Präparative Restriktionen 
wurden für mindestens 2 Stunden angesetzt.  
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3.2.6.2 Ligation 
Die Ligation von DNA-Molekülen zur Herstellung von Vektoren erfolgte unter Einsatz der T4 
DNA-Ligase. Für einen Ligationsansatz wurden 50 ng Vektor-DNA und die 3-fache molare 
Menge an Insert eingesetzt.  
Zur Berücksichtigung des Größenverhältnisses Insert:Vektor wurde die einzusetzende 
Menge an Insert mithilfe der folgenden Formel berechnet (Gl. 3.1). 
  Vektor:InsertVerhältnismolares
Vektorkb
InsertkbVektorng
ngInsert 


 
Gl. 3.1: Berechnung der zur Ligation einzusetzenden Menge an Insert-DNA 
 
Ein Ligationsansatz wurde wie folgt zusammengestellt (Tab. 3.7). 
Tab. 3.7: Ligationsansatz 
 
 
 
 
 
 
Nach 30 Minuten Inkubation bei RT wurden 5 µl des Ligationsansatzes zur Transformation 
kompetenter Zellen eingesetzt (3.2.2). Die verbleibenden 5 µl des Ligationsansatzes wurden 
üN bei 16 °C weiter inkubiert, um, im Falle eines geringen Transformationserfolges, eine 
zweite Transformation direkt am Folgetag ansetzen zu können.  
In beiden Fällen wurde zusätzlich eine Religationskontrolle angesetzt, bei der statt des 
Inserts Aqua ad iniectabilia verwendet wurde.  
3.2.7 Elektrophoretische Auftrennung von DNA mit der Agarosegelelektrophorese  
Eine Agarosegelelektrophorese wurde einerseits zur Kontrolle von PCR-Produkten oder 
restringierter DNA durchgeführt (analytische Gele). Außerdem wurde sie zur Auftrennung 
von PCR-Produkten oder restringierten Vektoren verwendet, welche anschließend aus dem 
Gel isoliert wurden (präparative Gele).  
Standardmäßig wurden 1 %-ige Agarosegele verwendet, dafür wurde die Agarose in 1 x 
Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (Tab. 3.8) unter Erhitzen gelöst und in eine 
Gelgießvorrichtung gefüllt. Um die DNA im Gel später visualisieren zu können, wurde dem 
Gel der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (10 mg/ml, Invitrogen) im Verhältnis 1:20.000 
zugesetzt. Die aufzutrennende DNA wurde mit Ladepuffer (6 x O’Range Ruler Loading Dye 
Vektor-DNA (50 ng)       x µl 
Insert-DNA       x µl 
2 x Reaktionspuffer       5 µl  
T4 Ligase       1 µl  
H2O ad 10 µl 
Gesamtvolumen      10 µl 
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Solution, Fermentas) versetzt und auf das Gel aufgetragen. Als DNA-Längenmarker wurden 
1 kb oder 250 bp DNA-Leitern (Fermentas) verwendet. Die Elektrophorese verlief bei 100 V 
in 1 x TBE-Puffer für etwa 45-60 Minuten. Im Anschluss wurde die DNA in einer 
Geldokumentationsanlage (Gel Dok XR, BioRad) unter UV-Licht sichtbar gemacht. Zur 
Isolierung von DNA-Fragmenten aus dem Gel wurde die entsprechende Bande mit einem 
sterilen Skalpell ausgeschnitten und mit dem „QIAquick Gel Extraction Kit“ nach Protokoll 
des Herstellers aufgereinigt.  
Tab. 3.8: Rezept für 10 x Tris-Borat-EDTA-Puffer 
10 x TBE Puffer 
pH 8,0 
   
  0,89 M Tris-Base 
  0,89 M Borsäure 
 20 mM EDTA 
 
3.2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)  
Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine sehr effiziente Methode, um einen kurzen definierten 
Teil eines DNA-Strangs in vitro zu vervielfältigen (Amplifikation) [Mullis et al., 1986]. Größere 
Mengen einer DNA-Sequenz werden zum Beispiel für die Klonierung der DNA benötigt. 
Darüber hinaus wird die PCR auch zum qualitativen und quantitativen Nachweis von DNA-
Sequenzen verwendet. 
3.2.8.1 PCR zur Amplifikation von Klonierungsfragmenten 
Zur Amplifikation von DNA wurde ein PCR-Kit mit der KOD-Hotstart Polymerase der Fa. 
Novagen eingesetzt. Bei dieser Polymerase handelt es sich um ein hitzestabiles Enzym aus 
dem Organismus Thermococcus kodakaraensis, welches neben einer 5'→3' DNA-
Polymeraseaktivität auch eine 3'→5' DNA-Exonukleaseaktivität besitzt und damit eine 
geringe Fehlerrate garantiert. Die mit dieser Polymerase amplifizierten Fragmente besitzen 
im Gegensatz zur Taq-Polymerase-Amplifikation glatte Enden. Die Zusammensetzung des 
PCR-Ansatzes und das PCR-Programm sind in den Tabellen 3.9 und 3.10 angegeben. 
Tab. 3.9: PCR-Ansatz zur Amplifikation von Klonierungsfragmenten 
 
  
 
 
 
 
DNA-Template (50 ng) x µl 
10 x Puffer 5 µl  
dNTPs (10 mM) 5 µl 
MgSO4 (25 mM) 2 µl 
Polymerase 1 µl 
Vorwärtsprimer (10 µM) 1 µl 
Rückwärtsprimer (10 µM) 1 µl 
H2O ad 50 µl 
Gesamtvolumen 50 µl 
MATERIAL UND METHODEN  31 
Tab. 3.10: PCR-Programm zur Amplifikation von Klonierungsfragmenten 
Zyklus Temperatur  Dauer Anzahl Zyklen 
Erste Denaturierung 95 °C 2 min 1 
Denaturierung 95 °C 1 min 
 
 35 
Anlagern der Primer 59 °C 1 min  
Elongation 72 °C 1 min pro kb Template 
Letzte Elongation 72 °C 10 min 1 
Abkühlen 4 °C ∞  
 
Im Anschluss an die PCR wurde das PCR-Produkt über ein Agarosegel aufgereinigt (3.2.7). 
3.2.8.2 PCR-vermittelte gerichtete in vitro-Mutagenese 
In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene PTEN-Mutanten mit Hilfe der gerichteten in 
vitro-Mutagenese erzeugt. Als Grundlage diente der pGEX-4T-1-PTEN Vektor. Alle vier 
Mutationen umfassten den Austausch einer Aminosäure gegen eine andere, und damit der 
Einführung von Punktmutationen mit maximalem Austausch von 2 Basenpaaren. Dafür 
wurden spezifische Primer ausgewählt, welche die Mutation enthalten. In einer PCR-
Reaktion wurde der gesamte Vektor unter Verwendung der Mutationsprimer amplifiziert. 
Anschließend wurde der PCR-Ansatz mit dem Restriktionsenzym Dpn I versetzt, welches nur 
die methylierte Template-DNA schneidet, nicht aber die neu synthetisierte DNA. Auf diese 
Weise wurde in der anschließenden Transformation nur die Plasmid-DNA mit der 
gewünschten Mutation übertragen. 
Tab. 3.11: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes für die in vitro Mutagenese 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 3.12: PCR-Programm der in vitro Mutagenese 
Zyklus Temperatur Dauer Anzahl Zyklen 
Erste Denaturierung 95 °C 2 min 1 
Denaturierung 95 °C 1 min 
 
 35 
Anlagern der Primer 57 °C 1 min  
Elongation 72 °C 6 min 
Letzte Elongation 72 °C 10 min 1 
Abkühlen 4 °C ∞  
DNA-Template (50 ng) x µl 
10 x Puffer 2,5 µl  
dNTPs (10 mM) 2,5 µl 
MgSO4 (25 mM) 1 µl 
Polymerase 0,5 µl 
Vorwärtsprimer (10 µM) 0,5 µl 
Rückwärtsprimer (10 µM) 0,5 µl 
H2O ad 25 µl 
Gesamtvolumen 25 µl 
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3.2.8.3 Reverse Transkriptase (RT)-Realtime PCR mit SYBR Green 
Der Farbstoff SYBR Green interkaliert unspezifisch in die kleine Furche doppelsträngiger 
DNA, wodurch seine Fluoreszenz (Emissionsmaximum 529 nm) zunimmt. Der Anstieg der 
Fluoreszenzemission ist dabei proportional zur Menge des PCR-Produkts. Der Zeitpunkt, bei 
dem ein signifikanter Anstieg des Signals erfolgt, erlaubt Rückschlüsse auf die 
Anfangskonzentration der zu quantifizierenden Nukleinsäure. 
Für eine relative Quantifizierung der Genexpression wurde die mRNA des zu 
untersuchenden Gens zunächst mit Hilfe der reversen Transkriptase in complementary DNA 
(cDNA) umgeschrieben (3.2.5). 
Zur Ermittlung der relativen Genexpression eines Zielgens wurde dessen Expression auf die 
Expression eines weiteren, nicht regulierten Haushaltsgens (housekeeping gene) bezogen. 
Dazu wurde neben der Amplifikation des Zielgens in einem getrennten Ansatz die cDNA des 
Haushaltsgens, in diesem Falle -Aktin, vervielfältigt. Im Anschluss an die PCR wurden die 
ermittelten Daten zur Berechnung eingesetzt, entscheidend war dabei der Wert des 
Schwellenwertzyklus, der sogenannte CT-Wert (cycle threshold, ABI). Dieser Wert 
bezeichnet den Zyklus, ab dem das Fluoreszenz-Signal der Probe erstmalig signifikant über 
die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Die CT-Werte beider Amplifikationen wurden zur 
Bildung des CT-Wertes verwendet, dabei wurde der CT-Wert des Haushaltgens vom CT-
Wert des Zielgens subtrahiert (Gl. 3.2). Auf diese Weise reduziert sich die Varianz der 
Expressionsergebnisse, da Gewebe- und Matrixeffekte, sowie unterschiedliche RNA-
Extraktionseffizienzen gleichermaßen das Zielgen und das Haushaltsgen betreffen [Pfaffl, 
2001]. Der CT-Wert wurde dann als Bezugswert für die Berechnung des CT-Wertes 
eingesetzt, mit dem daraufhin die Expressionsratio ermittelt wurde (Gl. 3.3) [Livak und 
Schmittgen, 2001].  
 
 
Gl. 3.2: Berechnung des ΔCT-Wertes 
   Der CT-Wert wird für jede Probe berechnet und für  die  
            weitere Berechnung (Gl. 3.3) verwendet. 
 
 
 
 
 
Gl. 3.3: Berechnung der Expressionsratio 
   Die Ratio wurde für jede Probe berechnet, dabei blieb die Ver- 
   wendung des CT-Wertes der Kontrolle konstant. Auf diese  
   Weise wurden alle gemessenen Proben in einen vergleichbaren  
   Bezug gebracht. 
 
 
CT = CT (Zielgen) - CT (-Aktin)  
Ratio: 2^- (CT Probe 1,2,3…- CT Kontrolle)  
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Jede Realtime-PCR-Reaktion wurde nach dem folgenden Schema zusammengesetzt (Tab. 
3.13). Dabei wurden Doppelbestimmungen jeder cDNA-Probe durchgeführt. Der verwendete 
Mastermix (Brilliant SYBR Green QPCR Mastermix) wurde von Applied Biosystems bezogen. 
Tab. 3.13: Reaktionsansatz für die Realtime-PCR 
cDNA   2 µl 
Vorwärts-Primer (0,1 µM Endkonzentration)   1,25 µl 
Rückwärts-Primer (0,1 µM Endkonzentration)   1,25 µl 
Mastermix (2x) 12,5 µl 
Aqua ad iniectabilia   8 µl 
Gesamtvolumen 25 µl 
 
Die Ansätze (Tab. 3.13) wurden in eine 96-Loch-Reaktionsplatte (MicroAmp Optical) 
pipettiert und die Realtime-PCR erfolgte im Taqman-PCR-Cycler “ABI Prism 7000“ der Fa. 
Applied Biosystems nach dem in Tab. 3.14 angegebenen PCR-Programm. 
Tab. 3.14: PCR-Programm der Realtime-PCR 
Phase Temperatur  Dauer Anzahl Zyklen 
Aktivierung der Polymerase 95 °C 10 min 1 
Denaturierung 95 °C 30 s 
 
 40 
Anlagern der Primer  58 °C 1 min 
Elongation 72 °C 1 min 
Abkühlen 4 °C ∞  
3.2.9 DNA-Sequenzanalysen 
Die Sequenzierung von klonierter DNA wurde von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, 
Deutschland) durchgeführt. Dafür wurden die zu analysierende DNA und die benötigten 
Sequenzierprimer (Tab. 3.1) versendet. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe der 
Software „Serial Cloner“. 
3.2.10 Klonierung von PCR-Produkten über Restriktionsschnittstellen 
Die Klonierung von PCR-Produkten über Restriktionsschnittstellen erfolgte über die Ligation 
(3.2.6.2) kompatibler Schnittstellen des Vektors und des einzubringenden DNA-Fragmentes. 
Im Anschluss wurden 5 µl des Ligationsansatzes in kompetente E. coli-Zellen transformiert 
(3.2.2), auf LB-Ampicillin-Platten ausplattiert und üN bei 37 °C inkubiert. 
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3.3  Methoden der Zellkulturtechnik 
3.3.1 Kultivierung der verwendeten Säugerzellen 
Die verwendeten Zelllinien wurden in dem für sie angepassten Kulturmedium (Tab. 3.5) bei 
37 °C in einer 5 %-igen CO2-Atmosphäre und gesättigter Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen 
kultiviert. 
3.3.2 Bestimmung der Zellzahl mit dem „Casy (Cell Counter and Analyzer System) 1 
TT“ 
Im Zellzählgerät „Casy 1 TT“ wird die zu messende Zellsuspension durch eine Kapillare 
geführt und der elektrische Widerstand der Zellen gemessen. Der gemessene Widerstand ist 
dabei vom Volumen und physiologischen Zustand der Zellen abhängig. Die Zellzahl und 
Größenverteilung der Probe wird mit Hilfe der elektronischen Pulsflächenanalyse vom Gerät 
ermittelt.  
Zur Zellzahlbestimmung wurden 10 µl Zellsuspension in 10 ml Casy-Ton in einem Casy-
Messgefäß verdünnt. Anschließend wurde die Probe im Gerät vermessen, wobei der 
Messbereich so gewählt wurde, dass Verfälschungen durch Fremdpartikel weitgehend 
ausgeschlossen werden konnten. 
3.3.3 Bestimmung der Vitalität  
Zur Vitalitätsbestimmung wurden 10 µl der Zellkultur entnommen und im Verhältnis 1:1 mit 
einer 0,4 % Trypanblau-Lösung gemischt. Anschließend wurden die Zellen in einer Bürker-
Kammer unter einem Lichtmikroskop ausgezählt. Die toten Zellen, deren Zellmembran nicht 
mehr intakt ist, nehmen den Farbstoff auf und färben sich blau, so dass eine Differenzierung 
zwischen lebenden und toten Zellen erfolgen kann. Auf diese Weise kann man sowohl die 
Zellzahl, als auch die Vitalität der Kultur bestimmen. 
Die Zelldichte wurde nach Auszählung der Zellen wie folgt berechnet (Gl. 3.4). 
 
 
Gl. 3.4: Berechnung der Zelldichte. Der Kammerfaktor ist gleich 15,63, die Verdünnung gleich 2.    
 
Die Vitalität ergibt sich durch die Berechnung des prozentualen Anteils der Lebend-Zellzahl 
von der Gesamtzellzahl. 
Zellzahl/ml = Anzahl der lebenden Zellen x Kammerfaktor x Verdünnung x 1000 
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3.3.4 Passagieren von Suspensionszellen 
Zur Stammhaltung wurden die Zellkulturen alle 3-4 Tage passagiert. Dafür wurde die 
Zellkonzentration bestimmt und die Kultur anschließend auf die gewünschte 
Zellkonzentration mit neuem Kulturmedium eingestellt.  
3.3.5 Passagieren von adhärenten Zellen 
Adhärente Zellen wurden zur Passagierung von der Oberfläche der Zellkulturflasche 
abgelöst. Dazu wurde das Medium entfernt und die Zelloberfläche in einer T25-
Zellkulturflasche mit 5 ml, in einer T75-Zellkulturflasche mit 10 ml PBS gewaschen. 
Anschließend wurden die Zellen solange mit 2, bzw. 5 ml, Trypsin inkubiert, bis sich der 
Zellrasen sichtbar von der Oberfläche ablöste. Daraufhin wurde das Trypsin mit 8, bzw. 15 
ml Kulturmedium vermischt und damit die Aktivität der Protease durch den Gehalt an FCS im 
Kulturmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde dann in einer neuen Zellkulturflasche mit 
Kulturmedium auf die gewünschte Konzentration eingestellt.  
3.3.6 Medienwechsel 
Ein reiner Medienwechsel wurde dann durchgeführt, wenn die Zellen in einem anderen 
Medium kultiviert werden sollten, zum Beispiel zum Aushungern unter FCS- oder IL-2-
Entzug. Dafür wurde die Zellkultur in ein Zentrifugenröhrchen überführt und für 5 Minuten bei 
300 g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, das Zellsediment in entsprechender 
Menge Medium resuspendiert und die Zellsuspension in ein neue Kulturflasche überführt. 
3.3.7 Kryo-Konservierung von Zellen 
Zur Herstellung von Kryokulturen wurden die Zellen gezählt und bei 300 g zentrifugiert. Das 
Sediment wurde in Einfriermedium (Kulturmedium plus 10 % DMSO) resuspendiert, dabei 
wurde die Zellzahl auf 1 x 107 Zellen/ml eingestellt. Die Zellsuspension wurde schließlich zu 
1 ml in Kryo-Röhrchen (Nunc) aliquotiert und direkt auf Eis gestellt. Die Zellen wurden direkt 
im Anschluss in flüssigem Stickstoff eingelagert. 
3.3.8 Auftauen von Kryo-Kulturen 
Nach Entnahme der in flüssigem Stickstoff gelagerten Kryo-Kulturen wurden die Röhrchen 
sofort in ein auf 37 °C temperiertes Wasserbad gebracht und die Zellen für 5 min aufgetaut. 
Parallel wurden 10 ml vortemperiertes (37 °C) Kulturmedium in einer 10 ml-Zellkulturflasche 
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vorgelegt. Die aufgetaute Kultur wurde in die Zellkulturflasche gegeben und anschließend bei 
37 °C in einer 5 %-igen CO2-Atmosphäre bei gesättigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die 
Zellsuspension wurde am Folgetag bei 300 g für 5 Minuten sedimentiert, in Kulturmedium 
resuspendiert und weiterhin bei 37 °C und 5 % CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. 
Nach etwa 2-3 Passagen wurden die Zellen für Experimente verwendet. 
3.3.9 Isolierung von mononukleären Zellen aus dem peripheren Blut 
Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) 
besitzen eine geringere Dichte als Granulozyten und Erythrozyten und können daher von 
diesen Zellen über eine Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll separiert werden. Ficoll ist 
ein synthetisches Polysaccharid, das in dieser Anwendung als Lösung mit einer Dichte von 
1,077 g/ml eingesetzt und mit dem Vollblut in einem Zentrifugenröhrchen überschichtet wird. 
Während der anschließenden Zentrifugation setzen sich die Erythrozyten am Boden ab, 
direkt darüber sammeln sich die Granulozyten an. Oberhalb davon bilden sich zwei Phasen 
aus, die untere Phase enthält das Ficoll, während die obere Phase aus dem Plasma besteht, 
in dem sich aufgrund ihrer geringen Dichte die Thrombozyten befinden. Beide Phasen sind 
durch eine Interphase getrennt, die durch die Erscheinung eines dünnen Ringes sichtbar 
wird. Darin befinden sich die die PBMC, welche durch die Entnahme dieser Phase von den 
restlichen Zellen getrennt werden können. 
Um PBMC aus 50 ml humanen Vollblut zu gewinnen wurden zu Beginn jeweils 25 ml PBS in 
zwei 50 ml-Zentrifugenröhrchen vorgelegt. In jedes Röhrchen wurden 25 ml des Vollblutes 
gegeben und mit dem PBS vermischt. Vier weitere 50 ml-Zentrifugenröhrchen wurden 
jeweils mit 25 ml Ficoll-Lösung gefüllt, über die wiederum 25 ml des Vollblut/PBS-Gemisches 
geschichtet wurden. Im Anschluss erfolgte die Dichtegradientenzentrifugation für 20 Minuten 
bei 600 g und RmT. Aus den Gradienten wurde vorsichtig die Interphase entfernt, in zwei 
neuen 50 ml-Zentrifugenröhrchen vereint und mit PBS auf 50 ml aufgefüllt. Die 
Zellsuspensionen wurden dann für 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert und die Sedimente 
beider Röhrchen in 20 ml PBS resuspendiert und vereint. 
Darauf folgten zwei Waschschritte der Zellen mit jeweils 20 ml PBS, bevor die Zellen final in 
10 ml Kulturmedium (RPMI 1640, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 
µg/ml Streptomycin) aufgenommen wurden. Die Zellzahl wurde am Casy bestimmt und 
abhängig von den Folgeversuchen eingestellt. 
 
MATERIAL UND METHODEN  37 
3.3.10 Anreicherung von T-Zellen aus PBMC 
Um aus PBMC eine reine T-Lymphozytenkultur zu gewinnen, muss diese Zellpopulation 
speziell angereichert werden. Dazu wurden 25 ml frisch isolierte PBMC in einer Zelldichte 
von 5 x 105 Zellen/ml in eine T 75-Zellkulturflasche überführt und für zwei Tage mit 2,5 µg/ml 
Phytohämagglutinin (PHA) bei 37 °C und 5 % CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit inkubiert. 
PHA ist ein Mitogen und bewirkt eine Aktivierung der T-Zellen. Anschließend wurde der 
Kulturüberstand vorsichtig entnommen und bei 300 g und RmT für 10 Minuten zentrifugiert. 
Das Sediment wurde daraufhin in Kulturmedium (RPMI 1640, 10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 
100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin) aufgenommen und die Zellsuspension final mit 
100 U/ml IL-2 supplementiert. Nach viertägiger Inkubation bei 37 °C, 5  % CO2 und 
gesättigter Luftfeuchtigkeit wurden die Zellen schließlich im FACS auf das Vorhandensein 
der T-Zell-spezifischen Oberflächenmarker CD3 und CD25 untersucht. War der Gehalt 
dieser Oberflächenmarker > 90 %, wurden die Zellen als primäre T-Zellen verwendet. 
3.3.11 Gewinnung primärer Thymozyten aus dem murinen Thymus 
Die Mäuse wurden durch einen Genickbruch getötet. Der Thymus wurde steril entnommen 
und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß mit 1 ml Kulturmedium (RPMI 1640, 10 % FCS, 2 mM L-
Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin) überführt, um die Vitalität der Zellen 
zu erhalten. Anschließend wurde das Organ mit dem Kulturmedium in eine Zellkulturschale 
gegeben und mit der flachen Seite des Kolbens einer sterilen Einmal-Spritze zerrieben. Ein 
50 ml-Reaktionsgefäß wurde in eine entsprechende Halterung eingebracht, der Verschluss 
entfernt und über die Öffnung zwei Lagen einer feinen, sterilen Gaze gebracht. Das 
zerriebene Organ wurde mit 5 ml Medium verdünnt und auf die Gaze übertragen. Dadurch 
wurde  die Suspension filtriert und größere Geweberückstände entfernt. Die Zellkulturschale 
wurde noch einmal mit 5 ml Kulturmedium umspült und wieder auf die Gaze aufgebracht. 
Anschließend wurde die Gaze entfernt und die Zellsuspension für 5 min bei 300 g 
sedimentiert. Der Überstand wurde entfernt und das Sediment wurde in 10 ml Kulturmedium 
resuspendiert. Dieser Vorgang wurde zwei weitere Male wiederholt, anschließend wurden 
die Zellen in 1 ml Kulturmedium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Daraufhin wurde 
die Zellsuspension auf die gewünschte Zellzahl eingestellt und für Western Blot Analysen 
verwendet. 
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3.3.12 Herstellung von Zelllysaten für die Western Blot Analyse 
Um Zellen auf ihren Gehalt an bestimmten intrazellulären Proteinen oder deren 
Phosphorylierungsgrad mittels SDS-PAGE (3.4.2) und Western Blot (3.4.3) zu untersuchen, 
müssen die Zellen aufgeschlossen werden. Nach dem Aufschluss werden die Zellen in 
einem speziellen Probenpuffer (Tab. 3.15) aufgenommen. Darin enthalten sind zum einen 
denaturierende Substanzen wie β-Mercaptoethanol, und weiterhin der Phosphatase-Inhibitor 
Natrium-Vanadat, der verhindert, dass spezifische Phosphorylierungen abgebaut werden. 
Tab. 3.15: Zusammensetzung des Probenpuffers 
6 x Probenpuffer 
Zusammensetzung für 9,5 ml: 
 
       3,55 ml H2O dest. 
       1,25 ml 0,5 mM Tris HCl, pH 6,8 
       2,5 ml Glycerin 
       2,0 ml 10% SDS 
       0,2 ml 0,5% Bromphenolblau-Lösung 
 Der Puffer wird aliquotiert und bei -20 °C gelagert 
 
Frisch zugeben, pro 1 ml: 
 
       10 µl β-Mercaptoethanol 
       10 µl Natrium-Vanadat (100 mM) 
 
 
Zur Herstellung von Zelllysaten wurde je 1 ml einer Zellsuspension eines jeden Ansatzes in 
ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß übertragen und für 5 min bei 300 g und 4 °C zentrifugiert. Das 
Sediment wurde in 100 µl Probenpuffer aufgenommen und resuspendiert. Anschließend 
wurden die Zellen auf Eis per Ultraschall aufgeschlossen (Intensität 3, Output control 5, duty 
cycle 50 %, 10 s) und letztlich wurden die Proben für 5 min bei 95 °C erhitzt. Die Zelllysate 
wurden entweder direkt für Western Blot Analysen eingesetzt oder aber für die spätere 
Verwendung bei - 20 °C gelagert. 
3.3.13 Zytotoxizitätstest mit Neutralrot 
Der Neutralrot-Test ist ein Zytotoxizitätstest für Zellkulturen und beruht auf der Aufnahme 
des Farbstoffes Neutralrot. Neutralrot gelangt über nicht-ionische Diffusion in die Zelle und 
liegt dort protoniert vor, was dazu führt, dass es intrazellulär an anionische Seitenketten der 
Lysosomen bindet. In der protonierten Form kann der Farbstoff die intakte Plasmamembran 
nicht mehr passieren, daher kann die Aufnahme des Neutralrots als Maß für die Menge an 
vitalen Zellen in einer Zellpopulation verwendet werden.  
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Da sowohl die Aufnahme des Farbstoffes, als auch die Retention aktive Prozesse sind, kann 
der Neutralrot-Zytotoxizitätstest früher eingesetzt werden als die PI-Färbung (3.4.4.2), 
welche auf der passiven Aufnahme von PI nach einer Membranschädigung basiert.  
Für den Test wurden Zellen einer Konzentration von 1x106 Zellen/ml à 100 µl pro Vertiefung 
in eine 96-Lochplatte ausgesät und entsprechend der Fragestellung mit bestimmten 
Reagenzien versehen. Die Ansätze wurden dabei in Dreifachbestimmungen durchgeführt 
und die Zellen wurden für 24 h bei 37 °C, 5 % CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit inkubiert. 
Parallel wurde eine Neutralrot-Gebrauchslösung mit 55 µM Neutralrot in 50 ml Kulturmedium 
hergestellt. Diese Lösung wurde für 24 h bei RmT aufbewahrt. Anschließend wurde die 
Neutralrot-Gebrauchslösung für 5 min bei 3000 g zentrifugiert und der Überstand vorsichtig 
entnommen und weiter verwendet. Die Platte mit den Ansätzen wurde für 5 min bei 300 g 
zentrifugiert und der Überstand entfernt. Zu jedem Ansatz wurden 250 µl der Neutralrot-
Gebrauchslösung gegeben und die Platte wurde für 3 h bei 37 °C, 5 % CO2  und gesättigter 
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Dann wurden die Ansätze wieder für 5 min bei 300 g zentrifugiert 
und das Sediment in je 250 µl PBS resuspendiert, bevor die Zellen erneut für 5 min bei 300 g 
zentrifugiert wurden. Letztendlich wurden die Zellen in je 250 µl essigsaurem Ethanol (50 ml 
Aqua bidest, 50 ml 96 % Ethanol, 1 ml Essigsäure konz.) aufgenommen und für 15 min 
schüttelnd bei RT inkubiert. Zur Auswertung wurde die Extinktion bei 540 nm mit einer 
Referenzwellenlänge von 612 nm photometrisch gemessen. 
3.3.14 Messung der intrazellulären Zinkkonzentration 
Die intrazelluläre Lokalisation freier Zinkionen kann durch den Einsatz verschiedener Zink-
spezifischer Fluoreszenzsonden bestimmt werden. Wird das Metall von diesen Sonden 
gebunden, ändert sich das Fluoreszenzsignal proportional zum Gehalt des freien Zinks in der 
Zelle, der dann durch Messung der Fluoreszenz genau bestimmt werden kann. Für 
Untersuchungen in T-Zellen eignen sich dafür die Sonden FluoZin-3, welche vesikulär 
gespeichertes freies Zink detektiert, und Zinquin, welche freies zytoplasmatisches Zink 
nachweist. FluoZin-3 ist ein Acetoxymethylester (AM) und diffundiert frei durch die 
Plasmamembran. Die Estergruppe wird intrazellulär durch verschiedene Esterasen entfernt, 
woraufhin freie Carboxylgruppen an der Fluoreszenzsonde entstehen. Durch diese 
Modifikation ist es der Sonde nicht mehr möglich, die Plasmamembran zu passieren. Für die 
Messung des Zinkgehaltes in zellfreien Lösungen wurde die Sonde FluoZin-3 in Form der 
freien Säure FluoZin-3 A (acid) eingesetzt. Im Gegensatz zu FluoZin-3 bindet Zinquin 
Zinkionen sowohl im 1:1, als auch im 1:2 Verhältnis, so dass sich zwei verschiedene 
Komplexe mit unterschiedlichen Dissoziationskonstanten ergeben. Darüber hinaus bindet 
Zinquin neben freiem Zink auch Protein-assoziiertes Zink (z.B. in Metalloproteinen). Aus 
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diesen Gründen eignet sich Zinquin nicht für die quantitative Analyse freier Zinkionen, dafür 
können aber qualitative Aussagen getroffen werden. 
Folgende Puffer werden für die Zinkmessungen benötigt (Tab. 3.16). 
Tab. 3.16: Verwendete Puffer für die Messung des intrazellulären Zinkgehaltes 
Inkubationspuffer 
pH 7,35 
   
 5 mM Glucose 
   1 mM MgCl2 
   1 mM Na2HPO4 
   1,3 mM CaCl2 
 25 mM Hepes 
120 mM NaCl 
    5,4 mM KCl 
0,3 % BSA 
 
Messpuffer 
pH 7,35 
 
5 mM Glucose 
   1 mM MgCl2 
   1 mM Na2HPO4 
   1,3 mM CaCl2 
 25 mM Hepes 
120 mM NaCl 
    5,4 mM KCl 
 
 
Zur Messung wurden 1 x 106 Zellen/ml in Inkubationspuffer mit 1 µM FluoZin-3 AM, bzw.    
25 µM Zinquin, für  30 Minuten bei  37 °C schüttelnd im Dunkeln inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen für 10 Minuten bei 300 g zentrifugiert, bevor das Sediment in Messpuffer 
aufgenommen und darin 1 x gewaschen wurde. Die Zellen wurden dann im Dreifachansatz à 
100 µl in die Vertiefungen einer 96-Lochplatte ausgesät. Zur Bestimmung der 
Autofluoreszenz, als auch der Maximalzinkwerte, wurde zusätzlich je ein Ansatz mit 50 µM 
TPEN und 100 µM Zink + 50 µM Pyrithion inkubiert. Alle Ansätze wurden 10 Minuten im 
vorgeheizten Fluoreszenzplattenleser (Ultra 384) inkubiert. Anschließend wurde die Z-
Position anhand des Ansatzes mit der höchsten Zinkkonzentration optimiert, bevor für die 
Messung der Basisline eine Kinetik mit 5 Messungen à 2 Minuten bei 37 °C durchgeführt 
wurde. Die restlichen Zellen wurden mit 30 U/ml IL-2 stimuliert. Darauf folgte eine Kinetik mit 
30 Messungen im Intervall von 2 Minuten bei 37 °C. Die Fluoreszenz der Ansätze mit 
FluoZin-3 AM wurde bei 485/535 nm, die der Ansätze mit Zinquin bei 340/480 nm im Tecan 
Ultra 384 Reader gemessen. Für die Zinkmessung zellfreier Lösungen wurde der zu 
untersuchenden Lösung 1 µM FluoZin-3 A zugegeben, ebenfalls wurde in zusätzlichen 
Ansätzen die Maximal- und Minimalfluoreszenz durch Zugabe von 100 µM Zink, bzw. 50 µM 
TPEN, bestimmt. Da die freie Säure FluoZin-3 A dem intrazellulären Spaltprodukt des 
FluoZin-3 AM entspricht, ist das Fluoreszenzverhalten für beide Sonden identisch, daher 
wurden auch die zellfreien Lösungen mit FluoZin-3A bei 485/535 nm gemessen. 
Die Messwerte der Minimal- und Maximalfluoreszenz (Fmin bzw. Fmax), sowie die 
entsprechenden Werte der Analytenlösungen werden zusammen mit der 
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Dissoziationskonstanten für den Zink/FluoZin-3 Komplex von 8,9 nM [Krezel und Maret, 
2006] zur Berechnung der Zinkkonzentration herangezogen [Grynkiewicz et al., 1985]. 
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Gl. 3.5: Formel zur Berechnung der Zinkkonzentration 
Freies zytosolisches Zink wurde mit der Zinksonde ZinPyr-1 bestimmt. Dafür wurden die 
Zellen mit 5 µM ZinPyr-1 beladen und für 30 min bei 37 °C inkubiert. Die resultierende 
Fluoreszenz wurde am FACSCalibur gemessen. Für die Berechnung der Zinkkonzentration 
wurde dieselbe Formel wie für FluoZin-3 verwendet (Gl. 3.5), jedoch mit der 
Dissoziationskonstante für ZinPyr-1, 0,7 nM [Walkup et al., 2000]. 
3.3.15 Spezifischer Knockdown der PTEN-Proteinexpression durch die Übertragung 
von small interfering (si) RNA 
Mit dem Prinzip der RNA Interferenz können unter Verwendung sogenannter small 
interfering (si) RNA bestimmte Gene herunterreguliert werden, indem die entsprechende 
mRNA degradiert wird.  
Natürlicherweise dient dieser Mechanismus zum Beispiel dem Abbau von Fremd-RNA, z.B. 
viraler RNA. Weiterhin ist dieser Mechanismus Teil der zellulären posttranskriptionellen 
Regulation  und führt zur Stilllegung bestimmter Gene, die keine Verwendung finden.  
Üblicherweise weisen siRNA-Sequenzen etwa 19-23 Nukleotide doppelsträngiger RNA 
(dsRNA) auf. Die siRNA entsteht durch die Spaltung großer doppelsträngiger RNA-Moleküle, 
insbesondere durch die RNase „Dicer“. siRNA-Moleküle werden von einem 
Ribonukleoprotein-Komplex mit Exonukleaseaktivität, dem RNA-induced silencing complex 
(RISC), gebunden. Dieser Komplex wird durch die Bindung der dsRNA aktiviert und 
entwindet sie. Weiterhin werden beide Stränge voneinander getrennt, so dass nur ein Strang 
am RISC gebunden bleibt. Der RISC-siRNA Komplex bindet dann an komplementäre mRNA, 
die daraufhin gespalten wird und somit für die Translation nicht mehr zur Verfügung steht. 
Zum knockdown der PTEN wurde das „SignalSilence PTEN-Kit“ (Cell Signaling) benutzt. 
Neben zwei PTEN-spezifischen siRNA-Sequenzen beinhaltet es außerdem ein 
Transfektionsreagenz und eine Fluoreszein-gekoppelte Kontroll-siRNA zur Überprüfung der 
Transfektionseffizienz.  
Am Tag vor der Transfektion wurden HeLa-Zellen so eingestellt, dass sich die Kultur am 
nächsten Tag in der exponentiellen Wachstumsphase befindet. Die Zellen wurden in eine 24-
Lochplatte à 1 ml pro Vertiefung ausgesät. Am Tag der Transfektion wurde das 
Kulturmedium entfernt und durch 500 µl frisches Kulturmedium ersetzt. In einem 1,5 ml 
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Reaktionsgefäß wurden 2 µl des Transfektionsreagenzes mit 100 µl FCS-freiem Medium 
gemischt und für 5 Minuten bei RmT inkubiert. Anschließend wurden 3 µl der Fluoreszein-
gekoppelten Kontroll-siRNA hinzugefügt und erneut für 5 Minuten bei RmT inkubiert. Dieser 
Ansatz wurde tropfenweise zu den Zellen gegeben. 24 Stunden post Transfektion wurde die 
Transfektionseffizienz anhand der FITC-positiven Zellen im FACS bestimmt.  
Nachdem eine hohe Transfektionseffizienz bestätigt wurde, wurden für den PTEN-
spezifischen knockdown 3 µl jeder PTEN-spezifischen siRNA eingesetzt. Die transfizierten 
Zellen wurden für 72 h bei 37 °C, 5 % CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit inkubiert, bevor 
sie geerntet und für Western Blot Analysen verwendet wurden. Im Kontroll-Ansatz erhielten 
die Zellen nur das Transfektionsreagenz, jedoch keine siRNA (Mock-Kontrolle).  
3.4 Methoden der Proteinbiochemie 
3.4.1 Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration 
Proteinkonzentrationen wurden photometrisch mit dem Spektralphotometer (BioPhotometer, 
Eppendorf) unter Verwendung der Bradford-Methode bestimmt. Dafür wurden 10 µl der 
Proteinlösung in eine 1 ml Küvette gegeben, mit 790 µl Aqua i.a. verdünnt und mit 200 µl 
Bradford Reagenz gemischt. Nach 5-minütiger Inkubation bei RmT wurde die Lösung im 
Programm „Micro Bradford“ des Photometers gemessen. 
3.4.2 Diskontinuierliche SDS-Poly-Acrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE)  
Eine scharfe Auftrennung von Proteingemischen enthält man mit der diskontinuierlichen 
SDS-PAGE. Dabei besteht das Polyacrylamid-Gel aus je einem Sammel- und einem 
Trenngel. Beide Gele unterscheiden sich in ihrer Pufferkapazität und dem pH-Wert. Im 
Sammelgel wird das Proteingemisch gebündelt und aufkonzentriert, dementsprechend 
enthält man im Trenngel eine schärfere Auftrennung. 
Die Auftrennung der Proteine erfolgt in Abhängigkeit ihres Molekulargewichtes. Dafür 
benötigen sie eine negative Nettoladung, welche durch die Behandlung mit dem anionischen 
Detergenz SDS (Natriumdodecylsulfat) erhalten wird. Außerdem bewirkt die SDS-
Behandlung die Auflösung der Quartär-, Tertiär- und Sekundärstruktur der Proteine, wodurch 
lang gestreckte Protein/SDS-Komplexe entstehen. Eine zusätzliche Behandlung mit -
Mercaptoethanol führt zur Spaltung der Disulfidbrücken und damit zu einer erhöhten 
Proteinentfaltung. Darüber hinaus werden die Proteine auf 95 °C erhitzt, um die Auflösung 
der Proteinstruktur zu fördern. 
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3.4.2.1 Gießen eines Polyacrylamid-Geles 
Die verwendeten Polyacrylamid-Gele setzten sich aus einem 10 %-igen Trenngel und einem 
4 %-igen Sammelgel zusammen. Außerdem wurden Glasplatten mit einer Vertiefung von 1,5 
mm eingesetzt, so dass die Geldicke ebenfalls 1,5 mm betrug. Die Zusammensetzung von 
Sammel- und Trenngel ist in Tab. 3.17 aufgeführt. 
Tab. 3.17: Zusammensetzung für ein diskontinuierliches SDS-Gel: 
10 % TRENNGEL 4 % SAMMELGEL 
H2O 3,66 ml H2O 2,08 ml 
1,5 M TrisHCl 
pH 8,8 
2,34 ml 
0,5 M TrisHCl 
pH 6,8 
910 µl 
Acrylamide-Bis 
solution (37,5:1),  
30 % (w/v) 
3 ml 
Acrylamide-Bis 
solution (37,5:1), 
30 % (w/v) 
467 µl 
10 % APS 
(frisch angesetzt) 
90 µl 
10 % APS 
(frisch angesetzt) 
35 µl 
TEMED 20 µl TEMED 7,8 µl 
Gesamtvolumen 9 ml Gesamtvolumen 3,5 ml 
 
Die Glasplatten wurden mit 70 % Ethanol gesäubert und in die Gießhalterung eingesetzt. 
Das gegossene Trenngel wurde mit H2O überschichtet und für 30 min polymerisiert. 
Anschließend wurde das Wasser entfernt, das Sammelgel über das Trenngel geschichtet 
und der Kamm für die Geltaschen eingesetzt. Erneut erfolgte eine 30-minütige 
Polymerisierung, bevor das Gel zur Elektrophorese eingesetzt wurde. 
3.4.2.2 Auftrennung der Proteine in der Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung der Proteine wurde das polymerisierte Gel in die Elektrophoresekammer 
eingebracht. Die Kammer wurde mit 1 x Elektrophoresepuffer (Tab. 3.18) gefüllt und der 
Kamm aus dem Gel entfernt. Anschließend wurden 10 µl der 1:10 in Probenpuffer 
verdünnten biotinylierten Proteinleiter und jeweils 10 µl der Proben in die Geltaschen 
pipettiert. Die Elektrophorese verlief standardmäßig bei 150 V für etwa 1 h. Im Anschluss 
wurde das Gel für einen Western Blot (3.4.3) eingesetzt.  
 
 
 
MATERIAL UND METHODEN  44 
Tab. 3.18: Zusammensetzung des 5 x konzentrierten Elektrophoresepuffers 
5x Elektrophoresepuffer (pH 8,3) 
0,12 M Tris Base 
0,96 M Glycin 
0,5 % SDS 
3.4.3 Western Blot 
Mit Hilfe des Western Blots werden in einem Polyacrylamidgel durch SDS-PAGE 
aufgetrennte Proteingemische über ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld auf 
eine Nitrozellulose-Membran übertragen (Tank-Blot-System). 
Auf der Membran können die Proteine mit Antikörpern inkubiert und somit spezifisch markiert 
werden, sodass einerseits der Nachweis eines Proteins, oder auch nur einer speziellen 
Phosphorylierung eines Proteins möglich ist. 
Unspezifische Bindungen der Antikörper an die Membran werden dabei vermieden, indem 
mögliche Bindungsstellen mit Proteinen geblockt werden, die durch die Antikörper nicht 
detektiert werden. Die spezifische Bindung eines Antikörpers an das Zielprotein wird 
letztendlich durch den Einsatz von Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP)-
gekoppelten Sekundär-Antikörpern nachgewiesen. Durch Zugabe eines HRP-spezifischen 
luminol-basierten Chemilumineszenz-Substrates entsteht ein Produkt, das mit Hilfe  eines 
Chemilumineszenz-Detektors sichtbar gemacht werden kann. 
 
Zu Beginn wurden die Nitrozellulose-Membran und zwei Whatman-Papiere auf die Größe 
des Gels zurecht geschnitten und in Transferpuffer äquilibriert. Dann wurde das Blot-
Sandwich zusammengesetzt. Dabei wurde ein Schwammkissen auf die Innenseite der 
Sandwich-Kassette platziert, gefolgt von einem Whatman-Papier. Anschließend wurde 
vorsichtig das Gel darüber geschichtet, gefolgt von der Membran, welche dann erneut mit 
einem Whatman-Papier und einem Schwammkissen bedeckt wurde. Das Blot-Sandwich 
wurde dann in das Blot-Modul eingesetzt und beides zusammen in die Blot-Kammer 
überführt. Die Blotkammer wurde zusätzlich mit einer Kühleinheit und einem Rührfisch 
versehen, anschließend wurde die Kammer mit Transferpuffer (Tab. 3.19) aufgefüllt. Der 
Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte bei 100 V für 1 h unter Rühren. Die 
Nitrocellulose-Membran wurde dann für 1 h in 25 ml TBS-T (Tab. 3.19) mit 3 % BSA 
schüttelnd inkubiert, um freie Bindungsstellen zu blocken. Danach wurde die Membran üN 
bei 4 °C mit dem Primärantikörper (1:1000 in 10 ml TBS-T mit 3 % BSA) inkubiert.  
Die Membran wurde dreimal für 5 min bei RmT mit TBS-T gewaschen, bevor sie dann für 1 h 
bei RmT mit dem Sekundärantikörper (1:2000 in 10 ml TBS-T mit 3 % BSA) inkubiert wurde. 
Die Sekundärantikörper-Lösung enthielt weiterhin einen 1:1000 verdünnten HRP-
konjugierten anti-Biotin-Antikörper, der zur Detektion der biotinylierten Proteinleiter diente. 
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Anschließend wurde die Membran erneut dreimalig mit TBS-T gewaschen, woraufhin sie 
dann für die finale Signaldetektion für 1 min mit der Substratlösung LumiGLO (frisch 
angesetzt: 250 µl Substrat A + 250 µl Substrat B + 4,5 ml Aqua Spüllösung) inkubiert wurde. 
Die Detektion der Chemilumineszenz erfolgte mit dem LAS-3000. 
Tab. 3.19: Verwendete Puffer im Western Blot 
Transferpuffer  
pH 8,5 
25 mM Tris Base 
0,2 M Glycin 
20 % Methanol 
10 x Tris-buffered Saline (TBS)  
pH 7,6 
0,2 M Tris Base  
2,28 M NaCl 
TBS-T 
 
1 x TBS 
0,1 % Tween-20 
 
3.4.4 Durchflusszytometrie (Fluorescence-activated cell sorting, FACS)  
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie können unterschiedliche physikalische Eigenschaften 
einer Zelle bestimmt werden. Dabei werden die Zellen aus dem Probenröhrchen mit 
Überdruck in eine Messküvette geleitet. Der Flüssigkeitsstrom, welcher die Zellen umgibt, 
wird dabei so weit eingeengt, dass die Zellen hintereinander angeordnet werden. Die Zellen 
passieren dadurch einzeln den Analysepunkt. Hier werden die Zellen von einem Laserstrahl 
analysiert, dabei kommt es zum Einen zu einer für ihre Größe und Granularität 
charakteristischen Lichtstreuung. Hierbei kommt der Forwardscatter (FSC) zum Einsatz, der 
die Größe einer jeden Zelle bestimmt. Der Sidescatter (SSC) misst die Granularität der 
Zellen. Die Verteilung der einzelnen Zellen einer Population können anhand ihrer 
Lichtstreuung in Form eines Häufigkeitsdiagramms (Histogramm) dargestellt und 
ausgewertet werden. 
3.4.4.1 Nachweis von Oberflächenmarkern  
Extrazelluläre Oberflächenmarker lassen sich durch fluoreszenzmarkierte spezifische 
Antikörper im FACS nachweisen. Dabei muss beachtet werden, dass unmarkierte Zellen 
bereits eine Autofluoreszenz aufweisen. Weiterhin werden die Antikörper in geringem Maße 
auch unspezifisch über Fc (fragment crystallizable)-Rezeptoren gebunden, weshalb 
zusätzlich sogenannte Isotypkontrollen verwendet werden müssen. Isotypkontrollen besitzen 
denselben Isotypen wie der Antikörper, der spezifisch an ein Oberflächenmolekül binden soll 
und sind gleichermaßen fluoreszenzmarkiert. Die Isotypkontrolle verfügt außerdem über eine 
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Antigenbindungsstelle, welche in der Probe nicht vorkommt, daher kann sie nur unspezifisch 
über den Fc-Teil gebunden werden. Die durch die Isotypkontrolle gemessene 
Fluoreszenzintensität wird bei der Auswertung der eigentlichen Proben berücksichtigt. 
In der vorliegenden Arbeit wurden angereicherte T-Zellen (3.3.10) auf den Gehalt an CD3 
und CD25 auf ihrer Oberfläche untersucht. 
Dafür wurden je 1x106 Zellen in einem FACS-Röhrchen für 5 min bei 300 g zentrifugiert und 
das Sediment in 100 µl PBS + 1 % FCS resuspendiert. Als Isotypkontrolle wurden 20 µl 
eines 1:5 verdünnten, Fluoreszeinisothiozyanat (FITC)-konjugierten Maus-IgG1-Antikörpers, 
bzw. 20 µl eines 1:10 verdünnten Phycoerytrin (PE)-konjungierten IgG1-Antikörpers zu den 
Zellen gegeben. Für den Nachweis aktivierter T-Zellen wurden 20 µl eines FITC-konjugierten 
Maus-anti-human-CD3-Antikörpers, bzw. 20 µl eines PE-konjungierten Maus-anti-human-
CD25-Antikörpers eingesetzt. Es folgte eine Inkubation für 20 min im Dunkeln. Anschließend 
wurden die Ansätze mit 2 ml PBS gewaschen (5 min, 300 g) und das Sediment final in 500 µl 
PBS + 1 % FCS aufgenommen. Darauf folgte die Messung am Durchflusszytometer. 
3.4.4.2 Toxizitätsassay mit Propidiumiodid 
Propidiumiodid (PI) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in doppelsträngige DNA interkaliert. Der 
Farbstoff lässt sich zur Tot-Lebend-Diskriminierung einsetzen, da er tote Zellen anfärbt, 
während er die intakte Plasmamembran lebender Zellen nicht passieren und somit deren 
DNA nicht anfärben kann. PI fluoresziert bei einer Anregungswellenlänge von 488 nm mit 
einem Emissionsmaximum von 617 nm und kann im FACS gemessen werden. 
Zur Messung der Vitalität einer Zellsuspension wurden die behandelten Zellen aus der 
Kulturplatte in FACS-Röhrchen übertragen und für 5 min bei RmT und 300 g zentrifugiert. 
Das Sediment wurde in 1 ml PBS + 10 µg/ml PI aufgenommen und für 5 min im Dunklen 
inkubiert. Anschließend wurde die Fluoreszenz der Zellen im FACS vermessen. 
3.4.4.3 Zellzyklusanalysen  
Jede Phase des Zellzyklus ist durch einen spezifischen DNA-Gehalt charakterisiert. 
Beispielsweise besitzen Zellen in der G1-Phase einen einfachen DNA-Gehalt, welcher in der 
S-Phase durch Replikation verdoppelt wird. In der G2/M-Phase ist die Replikation 
abgeschlossen, die Zellen besitzen dann vollständig den doppelten DNA-Gehalt. Mit Hilfe 
der Interkalation von PI in die DNA kann die DNA fluoreszenzmarkiert werden, dabei ist die 
Fluoreszenzintensität des PIs direkt proportional zum DNA-Gehalt. Auf diesem Wege lassen 
sich die einzelnen Phasen des Zellzyklus analysieren.  
Zur Messung wurden die Zellen zunächst für 5 min bei 300 g und RmT zentrifugiert und das 
Sediment vorsichtig in 1 ml eiskaltem 70 %-igen Ethanol resuspendiert. Die Zellsuspension 
MATERIAL UND METHODEN  47 
wurde für mindestens 1 h auf Eis inkubiert, um die Membran zu permeabilisieren. Daraufhin 
wurden die Zellen erneut bei 300 g für 5 min zentrifugiert und anschließend in 1 ml PBS 
resuspendiert. Die RNA wurde durch Zugabe von 50 µg/ml RNase und 30-minütiger 
Inkubation bei 37 °C im Dunklen abgebaut. Zum Schluss wurde PI in einer Endkonzentration 
von 50 µg/ml zugegeben und nach 5 min wurden die Zellen im FACS gemessen. 
Zur Analyse wurde ein Dotplot erzeugt, in dem FL-2 Area (FL-2A) gegen FL-2 Width (FL-2W) 
aufgetragen wurde. Dieser diente der Dublettendiskriminierung. Weiterhin erfolgte die 
genaue Analyse des prozentualen Anteils aller Zellen in den einzelnen Phasen über eine 
Histogrammdarstellung der Fluoreszenz des PIs, dabei wurde die FL-2 Area gegen die 
Counts aufgetragen (Abb. 3.1). 
 
Abb. 3.1: DNA-Verteilung in den einzelnen Phasen des Zellzyklus. In dem Histogramm ist der 
intrazelluläre DNA-Gehalt in den einzelnen Phasen des Zellzyklus dargestellt. In der sub G1-Phase 
befinden sich apoptotische Zellen, die fragmentiert vorliegen und durch degradierte DNA 
charakterisiert sind. In der darauf folgenden G0/G1-Phase liegt ein einfacher DNA-Gehalt vor. In 
dieser Phase wachsen die Zellen und betreiben Proteinsynthese für die Replikation. In der S-Phase 
wird die DNA repliziert, somit liegt in der G2/M-Phase ein doppelter DNA-Gehalt im Vergleich zur 
G0/G1-Phase vor (eigene Darstellung). 
3.4.5 CFDA (Carboxy-Fluoreszein Diacetat-Succinimidyl-Ester)-Proliferationsassay 
Mit Hilfe von CFDA-SE lässt sich die Proliferationsrate von teilenden Zellen untersuchen.  
Bei der Substanz handelt es sich um einen membranpermeablen Farbstoff, der intrazellulär 
kovalent an freie Amine zytoplasmatischer Makromoleküle bindet. Durch endogene 
Esterasen werden die Acetat-Gruppen des CFDA-SE abgespalten, so dass fluoreszierendes 
CFSE (Carboxy-Fluoreszein-Succinimidyl-Ester) entsteht, welches über Amine an Proteine 
gebunden wird und dadurch nicht mehr membranpermeabel ist. Während der Mitose der 
Zellen wird der Gehalt an CFSE gleichermaßen auf die Tochterzellen verteilt, so dass sich 
die CFSE-Färbung zur Analyse der Zellproliferation eignet. Die Fluoreszenz der Zellen kann 
MATERIAL UND METHODEN  48 
im FACS gemessen werden. Durch eine parallele PI-Färbung (3.4.4.2) kann außerdem eine 
Tot-Lebend-Diskriminierung erfolgen.  
Für einen Proliferationsassay wurde eine Arbeitslösung mit einer Endkonzentration von 1 µM 
CFDA-SE in PBS hergestellt. 1 x 106 Zellen/ml wurden sedimentiert (300 g, 5 min, RmT), in 
der Arbeitslösung aufgenommen und für 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, woraufhin sie in normalem Kulturmedium 
(der Zelllinie entsprechend) aufgenommen wurden und à 1 ml pro Vertiefung in eine 12-
Lochplatte ausgesät und mit entsprechenden Reagenzien versehen. Dabei wurden 
zusätzlich eine Positivkontrolle (30 U/ml IL-2) und eine Negativkontrolle mit einem Mitose-
Hemmer (50 ng/ml Colchizin) angesetzt. Nach 24-stündiger Inkubation bei 37 °C, 5 % CO2 
und gesättigter Luftfeuchtigkeit wurden die Zellen aus der Kulturplatte entnommen und in 
FACS-Röhrchen überführt. Daraufhin wurden die Zellen für 5 min bei 300 g zentrifugiert und 
zu 1 x 106 pro ml in PBS aufgenommen. Nachdem zu jedem Ansatz 10 µg/ml Propidiumiodid 
zugefügt wurde, wurden die Ansätze für 5 min bei RmT im Dunklen inkubiert. Anschließend 
wurde die Fluoreszenz der Zellen im FACS gemessen, dabei wurde FL-1 (CFDA) gegen FL-
2 (PI) aufgetragen. 
Die Proliferation der Zellen wurde anhand der Relation der gemessenen mittleren 
Fluoreszenzintensität der Probe mit jener der Positivkontrolle (100 %) und der 
Negativkontrolle (0 %) berechnet.  
3.4.6 Expression und Aufreinigung enzymatisch aktiver Proteine 
Für die rekombinante Expression PTEN und deren Aufreinigung wurden folgende Puffer und 
Lösungen verwendet (Tab. 3.20). 
Tab. 3.20: Übersicht über die verwendeten Materialien und Puffer zur Enzymaufreinigung 
 
Beads: 
 
 
Glutathione Sepharose 4 fast flow (GE Healthcare) 
 
TBS (pH 7.4) 
   
50 mM Tris, pH 7.4 
140 mM NaCl 
 2,7 mM KCl 
 
Frisch dazu geben:  
DTT, Endkonzentration 2 mM 
 
 
Lysepuffer (pH 7.4) 
 
 
300 mM NaCl 
  20 mM HEPES 
 
Frisch dazu geben: 
  2 mg/ml Lysozym  
  1 mM Pefabloc     
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Am Tag vor der Expression wurden 50 µl des Glycerinstocks in 50 ml LB-Medium +          
100 µg/ml Ampicillin in einen 100 ml Erlenmeyerkolben übertragen und üN bei 37 °C und 170 
rpm inkubiert. Am Folgetag wurden 2 ml der üN-Kultur in 250 ml LB-Amp-Medium in einen   
1 L Fernbachkolben überführt und bei 37 °C und 170 rpm inkubiert. Die OD600 der Kultur 
wurde regelmäßig überprüft und bei Erreichen einer OD600 von 0,3 - 0,5 wurde die 
Expression des Zielproteins für 4 h mit 1 M IPTG induziert. Anschließend wurde die Kultur 
bei 4 °C und 4000 g zentrifugiert, das Sediment auf Eis in 5 ml Lysepuffer resuspendiert und 
in ein 50 ml-Reaktionsgefäß überführt. Daraufhin wurde der Suspension eine 
Endkonzentration von 0,2 % NP40 zugegeben, gefolgt von einer 30-minütigen Inkubation bei 
4 °C auf einem Roller-Mixer. Die Zellen wurden dann sonifiziert (4 x 30 s mit 30 % output, 
Level 3), um die Lyse zu vervollständigen. Im Anschluss wurde die Zellsuspension in 
spezielle Zentrifugenröhrchen überführt und für 50 min bei 4 °C und 14.000 g zentrifugiert. 
Währenddessen wurde 1 ml der Glutathion-Bead-Suspension in ein 15 ml-Reaktionsgefäß 
überführt und zweimal mit 10 ml Aqua Spüllösung gewaschen. Zwischen den Waschschritten 
wurden die Beads durch Zentrifugation bei 4 °C und 500 g für 2 min sedimentiert. Die Beads 
wurden außerdem im Anschluss noch zweimal mit TBS plus 2 mM DTT auf gleiche Art 
gewaschen. Daraufhin wurden sie in 2 ml Lysepuffer auf Eis äquilibriert, bevor das Lysat 
zugegeben wurde. Die Proteine befanden sich nach der Zentrifugation im Überstand, 
weshalb dieser weiter verwendet, und das Sediment verworfen wurde. Gröbere Partikel im 
Überstand wurden durch eine Filtration mit einem 0,2 µm Spritzenfilter entfernt. Die Beads 
wurden mit Hilfe einer 1 ml Einmalspritze und einer 0,40 x 20 mm Einmal-Injektions-Kanüle 
von dem Lysepuffer befreit und mit dem proteinhaltigen Überstand versehen. Es erfolgte 
eine Inkubation üN bei 4 °C unter Rotation auf dem Roller-Mixer. Daraufhin wurde der 
Überstand entfernt und die Beads dreimal mit TBS plus 2 mM DTT gewaschen, bevor die 
Flüssigkeit vollständig entfernt wurde und 500 µl Elutionspuffer zugegeben wurde. Nach 
einer 30-minütigen Inkubation auf dem Roller-Mixer bei 4 °C wurde der Puffer wieder entfernt 
und in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß aufgefangen und auf Eis aufbewahrt. Zwei weitere 
Elutionsschritte folgten mit jeweils 500 µl Elutionspuffer, jedoch ohne die 30-minütige 
10 mM Bezamidine HCl    
  2 mM DTT       
 
Final: 0,2 % NP40  
 
 
Elutionspuffer (pH 8.0) 
 
 
 
  
50 mM Tris-HCl      
15 % Glycerin     
     
Frisch dazu geben:  
10 mM Glutathion  
  2 mM DTT     
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Inkubationszeit. Der Proteingehalt aller drei Elutionsfraktionen wurde mit Hilfe des Bradford-
Assays (3.4.1) bestimmt. Anschließend wurden die Proteinlösungen aliquotiert und bei - 80 
°C bis zur Verwendung eingelagert.  
3.4.7 Zirkular-Dichroismus (Circular dichroism, CD) -Spektroskopie  
Mit Hilfe der CD-Spektroskopie lässt sich die Sekundärstruktur von Proteinen näher 
untersuchen. Die Methode nutzt die Wechselwirkung optisch aktiver Substanzen mit 
links- und rechts-zirkular polarisiertem Licht. Dabei entstehen positive und negative 
Signale, je nachdem, welche polarisierte Komponente stärker absorbiert wird. Die 
Differenz dieser Signale bildet die Messgröße der CD-Spektroskopie [Winter und Noll, 
1998]. Charakteristische Absorptionsspektren für Sekundärstrukurelemente wie -
Faltblätter oder -Helices treten im Wellenlängenbereich von 180 bis 300 nm auf. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Sekundärstruktur der Phosphatase PTEN mit der 
CD-Spektroskopie untersucht. Dazu wurde das rekombinante Enzym auf Eis aufgetaut 
und unter Verwendung von Amicon-Filtrationseinheiten in einem Zentrifugationsschritt 
von 20 min bei 4 °C und 11000 rpm stark aufkonzentriert. Das Retentat wurde in 100 mM 
Tris-Puffer (pH 7,5) verdünnt und auf eine Konzentration von 250 ng/µl eingestellt. Auf 
Eis wurde das Enzym dann für 10 min mit 50 µM Zink oder 500 µM H2O2 behandelt, 
daraufhin erfolgte die Messung am CD-Spektrometer. Dafür wurde die Quarzküvette 
sorgfältig mit Ethanol gesäubert und mit 130 µl 100 mM (pH 7,5) Tris-Puffer befüllt. Nach 
Auflegen des Deckglases wurde die Küvette in die Halterung und darin in das 
Spektrometer überführt. Es folgten 5-fach Messungen der Wellenlängen 240-190 nm, um  
anhand des Puffers eine Basislinie zu ermitteln. Anschließend wurden analog die Proben 
vermessen, ebenfalls in 5-fach Bestimmungen. Die Software des Spektrometers 
subtrahierte dabei automatisch den Mittelwert der Basislinie von jedem Messwert der 
einzelnen Proben. Zur Auswertung wurde der bei 240 nm gemessene Wert auf Null, und 
alle anderen Messwerte einer Messreihe auf diesen Wert normalisiert.  
3.4.8 PTEN Aktivitätsassay 
Zunächst wurde die Phosphatase kommerziell erworben (R&D Sytsems) und deren Aktivität 
in Gegenwart von Zink mit dem „PTEN Activity ELISA“ (Echelon Inc., USA) bestimmt. Dieser 
Assay enthielt PI-(3,4,5)-P3 als Substrat und dessen Umsetzung zu PI-(3,4)-P2 durch die 
PTEN wurde mit Hilfe eines PIP2-Detektors ermittelt. Die Durchführung erfolgte nach 
Angaben des Herstellers.  
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Die Messung der Aktivität des selbst rekombinant hergestellten Enzyms konnte nicht mehr 
mit diesem ELISA erfolgen, da er nicht länger erhältlich war. Daher wurde hierzu ein 
Malachitgrün-Assay Kit derselben Firma (Echelon Inc.) verwendet. Malachitgrün bindet freies 
Phosphat und die dabei entstehende Farbänderung der Lösung kann photometrisch bei 
einer Wellenlänge von 620 nm gemessen werden.  Als Substrat wurde PI(3,4,5)P3 diC8 
(Echelon Inc.) verwendet. Für die Messung der Aktivität wurden pro Ansatz 2,5 µg Enzym 
eingesetzt, als Assay-Puffer diente 100 mM zinkfreier Tris-Puffer (pH 7,5). Das Zink in dem 
Assay-Puffer wurde durch eine 1 h Inkubation bei RmT mit 2,5 g Chelex 100 pro 50 ml Puffer 
(Sigma) depletiert, anschließend wurden die Chelex-Beads vom Puffer entfernt. Das in 
Assay-Puffer verdünnte Protein (Gesamtvolumen 50 µl) wurde mit Zink oder H2O2 für 10 min 
bei RmT inkubiert, anschließend wurde das Substrat in einer Endkonzentration von 20 µM 
zugefügt, gefolgt von einer Inkubation bei 37 °C für 1 h. Außerdem wurde der Leerwert 
anhand des Enzyms in Assay-Puffer ohne PIP3 bestimmt. Zur Detektion des freien 
Phosphates, und damit der Enzymaktivität, wurden 100 µl der im Kit enthaltenen 
Malachitgrün-Lösung zu jedem Ansatz gegeben und die Ansätze nach 20 min bei RmT im 
Photometer bei 620 nm vermessen. 
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4 ERGEBNISSE 
4.1 IL-2-abhängige intrazelluläre Translokation von Zink in T-Zellen  
Aus vorherigen Arbeiten war bekannt, dass eine Stimulation von T-Zellen mit IL-2 eine 
Translokation von freien Zinkionen aus den Zinkosomen ins Zytoplasma bewirkt [Kaltenberg 
et al., 2010]. In der vorliegenden Arbeit sollte dieses Zink-Signal zunächst näher untersucht 
werden.  
Um die Spezifität des Zink-Signals für IL-2 zu bestätigen, wurde IL-2 durch Behandlung mit 
Kaliumhydroxid inaktiviert. Dieses wurde dann, neben unbehandeltem IL-2 als Kontrolle, zur 
Stimulation von IL-2-abhängigen CTLL-2 Zellen [Baker et al., 1979] eingesetzt. Das Zink-
Signal wurde mit Fluozin-3 AM gemessen. Da FluoZin-3 AM das Zink detektiert, welches in 
den Zinkosomen gespeichert ist, wurde im Falle der Positivkontrolle eine Abnahme des 
Fluoreszenzsignals erwartet. Abbildung 4.1 A zeigt die Zink-Konzentration in Abhängigkeit 
von der Zeit der Stimulation mit aufsteigenden IL-2-Konzentrationen. Wie erwartet sinkt der 
Zink-Spiegel in den Zinkosomen konzentrationsabhängig vom IL-2. Die Zink-Translokation in 
den Zellen, die mit Kaliumhydroxid-inaktiviertem IL-2 stimuliert wurden, ist deutlich 
vermindert (Abb. 4.1 B). Damit ist gezeigt, dass das induzierte Zink-Signal einerseits 
spezifisch ist für IL-2, und dass das Zink-Signal im Umkehrschluss funktionales IL-2 
erfordert.  
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Abb. 4.1: IL-2-induzierte Reduktion des Zinks in Zinkosomen im Vergleich zu KOH-inaktiviertem 
IL-2. CTLL-2 Zellen wurden für 24 h ohne IL-2 kultiviert und anschließend 10 min mit 1 µM FluoZin-3 
AM inkubiert, bevor sie mit nativem (A), oder KOH-inaktiviertem IL-2 (B) in den angegebenen 
Konzentrationen stimuliert wurden. Zur Inaktivierung des IL-2 durch KOH wurde das Protein 15 min 
lang mit 0,33 M KOH inkubiert, bevor der Ansatz mit der äquimolaren Menge an HCl neutralisiert 
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wurde. Die Konzentration an freiem Zink in den Zinkosomen wurde durch die Messung der 
Fluoreszenz bestimmt (3.3.14). Dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis aus n=3. 
 
Zusätzlich wurde der Einfluss von IL-2 auf das Überleben der IL-2-abhängigen CTLL-2 
Zellen unter Einsatz des inaktivierten IL-2 untersucht. Hier zeigte sich, dass das Überleben 
der Zellen, die mit dem KOH-inaktivierten IL-2 kultiviert wurden, stark vermindert ist (Abb. 
4.2). Im Gegensatz dazu stieg die Überlebensrate der Zellen, die mit dem nativen IL-2 
supplementiert wurden, konzentrationsabhängig an (Abb. 4.2). 
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Abb. 4.2: Einfluss von KOH-inaktiviertem IL-2 auf das Überleben von CTLL-2 Zellen. CTLL-2 
Zellen wurden 24 h in Gegenwart von nativem oder KOH-inaktiviertem IL-2 in den angebenen 
Konzentrationen kultiviert. Das Überleben der Zellen wurde anhand der Aufnahme von Neutralrot 
photometrisch bestimmt, dabei wurde der Wert des Kontrollansatzes mit 100 U/ml nativem IL-2  gleich 
100 % Überleben gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte der Überlebensrate +SEM aus n=3 
unabhängigen Experimenten. 
4.2 Untersuchung des Einflusses der IL-2R-Signaltransduktion auf die 
Auslösung des Zink-Signals 
Aus einer vorangegangenen Diplomarbeit war bekannt, dass von den drei Signalwegen, die 
durch den IL-2R aktiviert werden, der PI3K/Akt und der MAPK Signalweg durch ein Zink-
Signal moduliert werden [Kaltenberg et al., 2010]. 
In der vorliegenden Abreit sollte untersucht werden, in wie weit die intrazelluläre Zink-
Translokation durch diese Signalwege ausgelöst oder verstärkt wird. Dazu wurden CTLL-2 
Zellen mit IL-2 stimuliert und die Zinkkonzentration in den Zinkosomen mit FluoZin-3 AM, als 
auch das zytoplasmatische Zink mit Zinquin, gemessen. Die beiden zinkabhängigen 
Signalwege, PI3K/Akt und der MAPK-Weg, wurden durch Inhibition der Mek und PI3K 
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unterbrochen. Die IL-2-Stimulation bewirkte, wie erwartet, einen Anstieg der Konzentration 
freier Zinkionen im Zytoplasma und eine Abnahme der Zinkkonzentration in den Zinkosomen 
(Abb. 4.3 A, B). Die vollständige Inhibition der Signaltransduktion durch die PI3K und ERK in 
Gegenwart von IL-2 zeigte keine signifikante Änderung im Zink-Signal (Abb. 4.3 A, B), somit 
wird die Zink-Translokation durch beide Signalwege weder ausgelöst, noch verstärkt. 
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Abb. 4.3: Einfluss der Inhibitoren U0126 und Wortmannin auf die IL-2-induzierte Zink-
Translokation. CTLL-2 Zellen wurden 24 h ohne IL-2 kultiviert, bevor sie für 10 min mit 25 µM Zinquin 
(A) oder 1 µM FluoZin-3 AM (B) inkubiert wurden. Anschließend wurden die Zellen mit IL-2 (30 U/ml) 
alleine oder in Gegenwart des PI3K-Inhibitors Wortmannin (200 nM) oder des Mek-Inhibitors U0126 
(10 µM) stimuliert. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte bei 485/535 nm im Fluoreszenz-Plattenleser 
(3.3.14). Die dargestellten Daten zeigen die Mittelwerte +SD von n=3 unabhängigen Experimenten. 
 
Um die Funktionalität der Inhibitoren zu bestätigen, wurde deren Effekt auf die 
Phosphorylierung der Akt und ERK mittels Western Blot überprüft (Abb. 4.4). 
 
 
Abb. 4.4: Inhibition der ERK und Akt Phosphorylierung durch Einsatz spezifischer Inhibitoren, 
welche vorangeschaltete Signalmoleküle inhibieren. 24 h IL-2-ausgehungerte CTLL-2 Zellen 
wurden für 30 min bei 37 °C mit 10 µM U0126 oder 200 nM Wortmannin inkubiert, bevor 30 U/ml IL-2 
für weitere 30 min zugegeben wurden. Zusätzlich wurden zwei Kontrollansätze gemacht, einmal ohne 
IL-2, und ein weiterer mit 30 U/ml IL-2, jedoch ohne Inhibitor. Die Phosphorylierung von Akt (Ser473) 
IL-2                    - +      +    +
U0126                 - - +  -
Wortmannin - - - +          
β-Aktin
p-Akt
p-ERK
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und ERK (Thr202/204), sowie der absolute β-Aktin-Gehalt, wurden mittels Western Blot analysiert. 
Der dargestellte Blot ist repräsentativ für n=3 unabhängige Experimente. 
4.3 Abhängigkeit der IL-2R Signaltransduktion von Zink 
Um die Abhängigkeit der IL-2-R Signaltransduktion von Zink zu untersuchen, wurde die 
Proliferation von T-Zellen in diesem Zusammenhang analysiert. Zunächst wurde überprüft, 
ob eine IL-2 Stimulation in Abwesenheit von Zink zu einer verminderten Proliferation führt. 
Dafür wurden sowohl CTLL-2 Zellen, als auch primäre T-Zellen verwendet.  
4.3.1 Gewinnung primärer T-Zellen aus Humanblut 
Um primäre T-Zellen zu gewinnen, wurden PBMC aus Humanblut isoliert (3.3.9) und die T-
Zellen anschließend angereichert (3.3.10). Diese Anreicherung wurde im FACS bestätigt, 
indem die T-Zell-spezifischen Oberflächenmarker CD3 und CD25 mit Fluoreszenz-
gekoppelten Antikörpern nachgewiesen wurden (Abb. 4.5).  
 
 
Abb. 4.5: Messung der Oberflächenmarker CD3 und CD25 auf angereicherten, aktivierten T-
Zellen. Humane PBMC, die für 2 Tage mit PHA stimuliert wurden, wurden daraufhin für 4 Tage mit 
100 U/ml IL-2 stimuliert. Anschließend wurden sie im FACS auf die Expression der Oberflächenmarker 
CD3 und CD25 untersucht. (A) 1 x 10
6
 Zellen wurden mit FITC-markiertem anti-CD3-Antikörper (grau 
markiert), sowie einer FITC-markierten Isotypkontrolle (schwarz markiert) inkubiert und im FL1-Kanal 
im FACS gemessen. (B) 1 x 10
6
 Zellen wurden mit PE-markiertem anti-CD25-Antikörper (grau 
markiert), sowie einer PE-markierten Isotypkontrolle (schwarz markiert) inkubiert und im FL2-Kanal 
gemessen. Je 10000 Zellen wurden analysiert  (A, B), das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für 
mindestens n=3 unabhängige Experimente. 
CD3-FITC CD25-PE
98,19 %
98,81 %
A                                                                  B
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Wie die Abbildung 4.5 zeigt, enthielten annähernd 100 % der angereicherten T-Zellen beide 
Marker auf der Oberfläche. Dabei gibt die Markierung der Zellen mit dem anti-CD3-
Antikörper Aufschluss darüber, wieviel Prozent der Zellsuspension T-Zellen sind. Der anti-
CD25-Marker weist die α-Kette des IL-2R nach, deren Expression in aktivierten T-Zellen 
hochreguliert wird, und wurde daher als Nachweis für aktivierte T-Zellen verwendet. Die 
Expression der α-Kette des IL-2R wurde über die Stimulation der T-Zellen mit dem Mitogen 
PHA induziert und die Überprüfung dieser Hochregulation war wichtig, um die IL-2R 
Signaltransduktion in den primären T-Zellen untersuchen zu können.  
4.3.2 Proliferation von CTLL-2 und primären T-Zellen unter Zink-Mangel 
Sowohl CTLL-2, als auch die primären Zellen, wurden für 24 h in Gegenwart von IL-2 alleine, 
und in Kombination mit aufsteigenden Konzentrationen des Zink-Chelators TPEN, kultiviert. 
Anschließend wurde sowohl ein CFDA-Assay für 24 h angesetzt (3.4.5), um die Proliferation 
zu untersuchen, als auch eine PI-Färbung am Ende der Inkubationszeit durchgeführt, um die 
Vitalität der Zellen zu bestimmen. Die Ergebnisse für primäre T-Zellen und CTLL-2 Zellen 
sind in Abbildung 4.6 dargestellt. 
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Abb. 4.6: Der Einfluss von Zinkmangel auf die Proliferation und die Vitalität von primären T-
Zellen (A) und CTLL-2 Zellen (B). Pro Ansatz wurden 1 x 10
6
 CFDA-SE-markierte Zellen in 
Kulturmedium mit 30 U/ml IL-2 (Kontrolle), oder 30 U/ml IL-2 plus die angegebenen TPEN 
Konzentrationen, für 24 h bei 37 °C, 5 % CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit inkubiert. Anschließend 
wurden die Ansätze mit 10 µg/ml PI inkubiert und im FACS gemessen. Dabei wurden die Vitalität der 
Zellen anhand der PI-Färbung im FL3-Kanal, und die Proliferation anhand der CFSE-Färbung im FL1-
Kanal analysiert. Es wurden jeweils 10000 Zellen im FACS gemessen. Die Abbildung zeigt die 
Mittelwerte +SD aus mindestens n=3 unabhängigen Experimenten. Werte, die sich signifikant von der 
Kontrolle unterscheiden, sind gekennzeichnet (**p<0,01, One-way ANOVA, Tukey’s post hoc Test) 
 
Beide Abbildungen (Abb. 4.6, A und B) zeigen eine von der TPEN-Konzentration abhängige 
Abnahme der Proliferation, die sich in CTLL-2 Zellen bereits ab 2,5 µM TPEN signifikant von 
der Kontrolle unterscheidet, wohingegen die Vitalität der Zellen bei dieser TPEN-
Konzentration nach 24 h kaum vermindert ist. Diese Daten bestätigen, dass die IL-2-
induzierte T-Zellproliferation von Zink abhängig ist.  
4.4 Der Einfluss von Zink auf den IL-2R-induzierten PI3K/Akt Signalweg  
In vorangegangen Arbeiten wurde bereits der Einfluss von Zink auf den IL-2R-vermittelten 
MAPK und Jak/Stat Signalweg näher untersucht [Kaltenberg et al., 2010]. Ein möglicher 
aktivierender Einfluss von Zinkionen auf den PI3K Signalweg der IL-2R-vermittelten 
Signaltransduktion sollte in der vorliegenden Arbeit geprüft werden. 
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4.4.1 Einfluss von Zink auf die Aktivierung der Akt Kinase 
Die Akt Kinase ist ein Schlüsselenzym in der Signaltransduktion im PI3K Signalweg. Daher 
wurde die Zink-Abhängigkeit dieses Signalweges zunächst anhand der Aktivierung der Akt 
überprüft. Die aktive Akt Kinase ist an zwei Aminosäureresten, Ser473 und Thr308, 
phosphoryliert, daher eignen sich Western Blot Analysen mit Phosphorylierungs-spezifischen 
Antikörpern sehr gut, um den Aktivierungsgrad zu analysieren.  
Die IL-2-induzierte Aktivierung der Kinase an beiden Phosphorylierungsstellen lässt sich in 
Abwesenheit von IL-2 durch die Stimulation der Zellen mit Zink in Gegenwart des Ionophors 
Pyrithion konzentrationsabhängig vom Zink imitieren (Abb. 4.7 A). Dadurch ist belegt, dass 
Zink entscheidend an der Aktivierung der Kinase beteiligt ist. Da die Phosphorylierung am 
Ser473 und Thr308 gleichermaßen von IL-2 und Zink/Pyrithion induziert wird, wurde bei 
weiteren Analysen der Akt Aktivierung nur der anti-phospho-Akt (Ser473)-Antikörper 
verwendet.  
Als nächstes wurde untersucht, ob eine Chelation des Zinks durch TPEN einen Einfluss auf 
die IL-2-induzierte Akt Phosphorylierung hat. Abb. 4.7 B zeigt deutlich, dass der 
Phosphorylierungsgrad der Kinase immer weiter abnimmt, je mehr TPEN eingesetzt wurde. 
Diese Daten bestätigen korrespondierend zu denen aus Abb. 4.7 A, dass die Aktivierung der 
Akt Zink-abhängig ist. 
 
Abb. 4.7: Die Abhängigkeit der Akt-Phosphorylierung von Zinkionen. CTLL-2 Zellen wurden 24 h 
ohne IL-2 inkubiert (A, B). Um den Einfluss von IL-2 oder Zink/Pyrithion auf die Phosphorylierung der 
Akt an Serin473 und Threonin308 zu untersuchen wurden die Zellen zu je 1 ml à 1 x 10
6
 Zellen/ml mit 
30 U/ml IL-2 oder Zink in aufsteigenden Konzentrationen in Gegenwart von 10 µM Pyrithion für 25 min 
bei 37 °C inkubiert. Die Phosphorylierung der Akt, sowie der Gesamtgehalt von β-Aktin als 
Referenzprotein, wurden mittels Western Blot analysiert. Der dargestellte Blot ist repräsentativ für n=3 
unabhängige Experimente. (B) Je 1 ml einer Zellsuspension à 1 x 10
6
 Zellen/ml wurden 30 min bei 37 
°C mit den angegebenen TPEN-Konzentrationen vorinkubiert, bevor 30 U/ml IL-2 zugegeben wurden 
und eine weitere Inkubation bei 37 °C für 25 min erfolgte. Die Phosphorylierung der Akt Kinase an 
Ser473, sowie der Gesamtgehalt an β-Aktin als Referenzprotein wurde mittels Western Blot analysiert. 
Das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für n=3 unabhängige Experimente. 
B
IL-2                      - +      +         +    +         +
TPEN [µM]      - - 5        10     15    20
p-Akt
(Ser473)
β-Aktin
A
IL-2               - +        - - -
Zn [µM]        - - 5         10        20
Pyr                  - - +      +          +
p-Akt
(Ser473)
p-Akt
(Thr308)
β-Aktin
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4.4.2 Einfluss von Zink auf die PI3K-vermittelte Zellproliferation 
Die Zellproliferation wird initiiert durch die Progression des Zellzyklus, und sie beginnt mit 
dem Übergang der Zellen von der G1-Phase in die Synthese-Phase (S-Phase). Dieser 
Übergang wird von dem Komplex aus Zyklin E und der cdk2 gesteuert. Um zu untersuchen, 
ob die Expression von Zyklin E zum Einen vom PI3K-Weg, und zum Anderen von Zink 
abhängig ist, wurden CTLL-2 Zellen für 12 h mit IL-2 und IL-2 in Gegenwart von 
aufsteigenden TPEN-Konzentrationen oder dem PI3K-Inhibitor LY294002 inkubiert. Hier 
wurde bewusst ein anderer PI3K-Inhibitor als Wortmannin eingesetzt, da Wortmannin in 
Zellkulturen nur eine geringe Halbwertszeit besitzt und sich daher nicht für längere 
Inkubationen eignet. In Kontrollexperimenten wurde jedoch vorab überprüft, ob beide 
Inhibitoren eine vergleichbare Inhibition der PI3K hervorrufen (Abb. 4.8). 
 
 
 
Abb. 4.8: Vergleich der PI3K-Inhibitoren LY294002 und Wortmannin auf die Phosphorylierung 
der Akt. 24 h IL-2-ausgehungerte CTLL-2 Zellen wurden zu 1 ml à 1 x 10
6
 Zellen in zwei Ansätzen mit 
jeweils 200 nM Wortmannin oder 50 µM LY294002 für 30 min bei 37 °C vorinkubiert. Anschließend 
wurde zu beiden Ansätzen 30 U/ml IL-2 zugegeben, zwei weitere Kontrollansätze wurden entweder 
ohne oder mit 30 U/ml IL-2 behandelt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C für 1 h. Anschließend wurden 
die Phosphorylierung der Akt (Ser473) und der Gesamtgehalt an β-Aktin mit Hilfe von Western Blot 
Analysen untersucht. Der dargestellte Blot ist repräsentativ für n=3 unabhängige Experimente. 
 
Die 12 h Stimulationsansätze wurden doppelt angesetzt, und je ein Ansatz wurde für 
Western Blot-Proben und RNA-Isolation für die RT-Realtime PCR eingesetzt. In der PCR 
wurde sowohl die Expression von Zyklin E, als auch von Zyklin D2 untersucht. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 4.9 dargestellt. 
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Abb. 4.9: Untersuchung der mRNA Expression von Zyklin D2 (A) und Zyklin E (B). Je 1 x 10
6
 
CTLL-2 Zellen pro ml wurden mit 30 U/ml alleine, oder in Gegenwart von aufsteigenden TPEN-
Konzentrationen oder 50 µM LY294002 für 12 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die RNA 
isoliert und für eine cDNA-Synthese mit anschließender Realtime-PCR eingesetzt. Dabei wurden 
spezifische Primer für Zyklin D2, Zyklin E und β-Aktin eingesetzt. Mit Hilfe der ∆∆CT-Methode unter 
Berücksichtigung der Expression von β-Aktin als Haushaltsgen wurde die Expression von Zyklin D2 
und Zyklin E als Vielfaches der Kontrolle berechnet. Die dargestellten Ergebnisse zeigen die 
Mittelwerte +SEM von mindestens n=3 unabhängigen Experimenten, dabei sind die Ansätze, die sich 
nicht den gleichen Buchstaben teilen, mit p  0,05 signifikant voneinander unterschiedlich (One-way 
ANOVA, Tukey‘s post hoc Test). 
 
Die Daten zeigen, dass sowohl die Zyklin D2, als auch die Zyklin E Expression signifikant 
durch TPEN vermindert werden. Dabei ist dieser Effekt bei der Zyklin E Expression bereits 
ab 2,5 µM TPEN signifikant, bei der Zyklin D2 Expression erst bei 5 µM TPEN. Die Inhibition 
der PI3K durch LY294002 bewirkt nur bei Zyklin E eine signifikante Verminderung der 
Expression, obgleich auch die Zyklin D2 Expression in diesem Ansatz geringer ist, jedoch 
nicht signifikant. Zyklin D2 wird während des gesamten Zellzyklus hochreguliert, und wird 
durch IL-2 induziert, dabei aber nicht maßgeblich über die PI3K-Signaltransduktion.  
Parallel zu den Ansätzen aus Abb. 4.9 wurden die Zellen auch mit Zink/Pyrithion über 12 h 
stimuliert und der Einfluss auf die Expression beider Zykline untersucht. Obwohl diese 
Stimulation eine Akt Aktivierung, auch noch nach 12 h, hervorruft (Abb. 4.11) führt dies nicht 
zu einer signifikanten Erhöhung der Expression von Zyklin D2 oder Zyklin E (Abb. 4.10).  
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Abb. 4.10: Untersuchung der Zyklin D2 (A) und Zyklin E (B) Expression. Je 1 x 10
6
 CTLL-2 Zellen 
pro ml wurden mit 30 U/ml oder mit 20 µM Zink in Gegenwart von 10 µM Pyrithion für 12 h bei 37 °C 
inkubiert. Anschließend wurde die RNA isoliert und für eine cDNA-Synthese mit anschließender 
Realtime-PCR unter Verwendung spezifischer Primer für Zyklin D2, Zyklin E und β-Aktin eingesetzt. 
Mit Hilfe der CT-Methode unter Berücksichtigung des Expressionslevel von β-Aktin als 
Haushaltsgen wurde die Expression von Zyklin D2 und Zyklin E als Vielfaches der Kontrolle 
berechnet. Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Mittelwerte +SEM von mindestens n=3 
unabhängigen Experimenten, dabei sind die Ansätze, die sich nicht den gleichen Buchstaben teilen, 
mit p  0,05 signifikant voneinander unterschiedlich (One-way ANOVA, Tukey‘s post hoc Test). 
 
Die Western Blot-Analysen der Parallel-Ansätze dienten zur Bestätigung der eingesetzten 
Stimulantien auf die Aktivierung der Akt und sind in Abb. 4.11 dargestellt. 
 
  
Abb. 4.11: Untersuchung der Akt Phosphorylierung in Abhängigkeit verschiedener 
Stimulantien. Um den Phosphorylierungsgrad der Akt (Ser473) mit den Ergebnissen der Zyklin D2 
und Zyklin E Expression in Relation zu bringen, wurde diese mittels Western Blot analysiert. Die dazu 
verwendeten CTLL-2 Zellen wurden zu 1 x 10
6
 Zellen/ml ohne IL-2, mit 30 U/ml IL-2 alleine oder in 
Gegenwart von aufsteigenden Konzentrationen TPEN (A) oder 50 µM LY294002 (B) inkubiert. Ein 
weiterer Ansatz wurde mit 20 µM Zink plus 10 µM Pyrithion versetzt (B). Die Inkubation erfolgte für 12 
h bei 37 °C. Im Western Blot wurde neben dem anti-phospho-Akt (Ser473)-Antikörper auch ein anti-β-
A B
IL-2                 - +   +          -
Zn/Pyr  - - - +
LY294002       - - +          -
β-Aktin
p-Akt
IL-2                    - +        +     +         
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Aktin-Antikörper eingesetzt. Die dargestellten Blots sind repräsentativ für n=3 unabhängige 
Experimente. 
Wie in Abb. 4.11 A zu erkennen ist, führte der Einsatz von 5 µM TPEN zu einer Aufhebung 
der IL-2-induzierten Akt Aktivierung. Dadurch ist belegt, dass der Abbruch des PI3K/Akt 
Signalweges erfolgte. Ähnliche Ergebnisse sind in Abb. 4.11 B dargestellt, hier zeigt sich, 
dass der PI3K-Inhibitor LY294002 zu einer Unterdrückung der Akt Phosphorylierung führte.  
Um auszuschließen, dass die eingesetzten Konzentrationen des TPENs oder des PI3K-
Inhibitors die Vitalität der Zellen maßgeblich beeinträchtigen, wurden Toxizitätstests 
durchgeführt. Dazu wurden die gleichen Proben in getrennten Ansätzen für die Bestimmung 
der Vitalität mittels PI-Färbung verwendet. Am FACS wurde die Fluoreszenz gemessen und 
die Überlebensraten bestimmt (Abb. 4.12). 
 
0
50
100
IL-2
TPEN [µM]
LY294002
-
-
-
+
-
-
+
2.5
-
+
5
-
+
-
+
V
it
a
li
tä
t 
[%
]
 
Abb. 4.12: Überprüfung der eingesetzten Stimulantien auf die Vitalität von CTLL-2 Zellen. 
1 x 10
6
 CTLL-2 Zellen pro ml wurden für 12 h ohne IL-2, mit 30 U/ml IL-2 alleine oder 30 U/ml IL-2 
plus TPEN in den angegebenen Konzentrationen oder plus 50 µM LY294002 inkubiert. Anschließend 
wurden die Zellen mit 10 µg/ml Propidiumiodid versetzt und ihre Vitalität im FACS gemessen. Die 
Daten zeigen Mittelwerte + SD aus n = 3 unabhängigen Experimenten. 
 
Wie in der Abbildung 4.12 zu erkennen ist, führte weder der Einsatz von 2,5 oder 5 µM 
TPEN, noch die Zugabe von 50 µM LY294002 zu einer signifikanten Reduktion in der 
Vitalität der CTLL-2 Zellen. Die Vitalität der Zellen, die in Gegenwart von 5 µM TPEN 
inkubiert wurden, ist jedoch leicht vermindert im Vergleich zur Kontrolle mit IL-2. Diese Daten 
korrelieren mit denen aus Abb. 4.6 B, wo gezeigt ist, dass eine Inkubation von CTLL-2 Zellen 
mit 3,5 µM TPEN nach 24 h eine Reduktion der Vitalität um etwa 20 % bewirkt.  
Anhand der Daten aus Abb. 4.12 ist jedoch nicht davon auszugehen, dass unter diesen 
experimentellen Bedingungen eine hohe Toxizität durch eine der eingesetzten Substanzen 
auf die Zellen ausgeübt wird. 
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In weiterführenden Experimenten wurden die einzelnen Zellzyklus-Phasen in CTLL-2 Zellen 
näher untersucht. Dafür wurden die Zellen 24 h ohne IL-2, mit IL-2 und mit IL-2 in 
Kombination mit aufsteigenden Konzentrationen TPEN inkubiert. Die Zellen wurden nach 24 
h durch Behandlung mit Ethanol permeabilisiert und der DNA-Gehalt wurde mittels 
Propidium-Iodid detektiert. Abb. 4.13 zeigt die Ergebnisse für die sub G1- und die G0/G1-
Phase. 
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Abb. 4.13: Der Einfluss von Zinkmangel auf den prozentualen Anteil der Zellen in der sub G1 
und der G0/G1-Phase des Zellzyklus. Jeweils 1 x 10
6
 CTLL-2 Zellen wurden für 24 h ohne IL-2, mit 
30 U/ml IL-2 und mit 30 U/ml IL-2 in Gegenwart der angegebenen TPEN Konzentrationen kultiviert. 
Anschließend wurden die Zellen im FACS wie unter 3.4.4.3 beschrieben gemessen. Die dargestellten 
Daten zeigen die Mittelwerte + SEM der prozentualen Anteile aller Zellen in der sub G1 (A) und der 
G0/G1-Phase (B) aus n = 7 unabhängigen Experimenten. Ansätze, die sich nicht den gleichen 
Buchstaben teilen, sind mit p  0,05 signifikant voneinander unterschiedlich (p  0,05, One-way 
ANOVA, Tukey’s post hoc Test). 
 
Abb. 4.13 A zeigt eine signifikante Reduktion des Anteils aller Zellen in der sub G1-Phase, 
die mit IL-2 oder IL-2 und 1 oder 2 µM TPEN behandelt wurden. Die Zellen in dieser Phase 
treten nicht mehr in den Zellzyklus ein, denn sie sind nicht mehr vital. Eine Kultivierung ohne 
IL-2 führte in diesem Fall zu einem hohen Anteil an Zellen in dieser Phase. Ähnlich hoch ist 
der Anteil jener Zellen, die mit IL-2 und 3 µM TPEN behandelt wurden. Diese Tatsache 
korreliert mit den Daten aus Abb. 4.6, wo gezeigt ist, dass CTLL-2 Zellen nach 24-stündiger 
Kultivierung mit IL-2 in Gegenwart von TPEN stark vermindert proliferieren. Der Anteil aller 
Zellen in der G0/G1-Phase zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen 
Ansätzen. Der prozentuale Anteil aller Zellen in dieser Phase der Ansätze ohne IL-2 und mit 
IL-2 und 3 µM TPEN ähneln sich, und im Vergleich dazu liegt der Anteil aller Zellen aus den 
Ansätzen mit IL-2 und TPEN bis 2,5 µM leicht höher. Das könnte bedeuten, dass die Zellen 
in den letztgenannten Ansätzen in der G1 Phase akkumulieren, um dann in die S-Phase 
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einzutreten. Hier geben die Daten aus der S-Phase und der G2/M-Phase mehr Aufschluss 
(Abb. 4.14). 
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Abb. 4.14: Der Einfluss von Zinkmangel auf den prozentualen Anteil der Zellen in der S- und 
der G2/M-Phase des Zellzyklus. Jeweils 1 x 10
6
 CTLL-2 Zellen wurden für 24 h ohne IL-2, mit 30 
U/ml IL-2 und mit 30 U/ml IL-2 in Gegenwart von aufsteigenden TPEN Konzentrationen inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen im FACS wie unter 3.4.4.3 beschrieben gemessen. Die dargestellten 
Daten zeigen die Mittelwerte + SEM der prozentualn Anteile aller Zellen in der S- (A) und der G2/M-
Phase (B) aus n = 7 unabhängigen Experimenten. Ansätze, die sich nicht den gleichen Buchstaben 
teilen, sind mit p  0,05 signifikant voneinander unterschiedlich (One-way ANOVA, Tukey‘s post hoc 
Test). 
Die in Abb. 4.14 A dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Zellen, welche ohne IL-2 oder 
mit IL-2 in Kombination mit 2,5 und 3 µM TPEN behandelt wurden, eine signifikante 
Abnahme ihres prozentualen Anteils in der S-Phase vorweisen. Im Vergleich dazu ist der 
prozentuale Anteil der Zellen in der S-Phase höher in den Ansätzen, die mit IL-2 und TPEN-
Konzentrationen bis 2 µM stimuliert wurden. Diese Ergebnisse korrelieren zum Einen mit der 
Zyklin E Expression (Abb. 4.9 B), da Zyklin E maßgeblich am Übergang der Zellen von der 
G1- in die S-Phase beteiligt ist. Zum Anderen korrelieren diese Daten mit den Ergebnissen in 
Abb. 4.6, in der gezeigt wurde, dass TPEN Konzentrationen ab 2 µM TPEN zu einer 
signifikant reduzierten Proliferation von CTLL-2 Zellen führen. Weiterhin ist auch der 
prozentuale Anteil aller Zellen in der G2/M-Phase signifikant reduziert in den Ansätzen ohne 
IL-2 und mit IL-2 und 2,5 µM TPEN, verglichen mit den Zellen, die mit IL-2 und IL-2 in 
Kombination mit 1 µM TPEN kultiviert wurden. Dementsprechend ist ein ausreichende 
intrazelluläre Zinkkonzentration nicht nur wichtig, um den PI3K-Signalweg zu aktivieren, 
sondern auch für die vollständige Signaltransduktion bis zur Induktion von downstream-
Effekten, in diesem Fall der Induktion der Zyklin E-Expression und der damit verbundenen 
Progression des Zellzyklus. 
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4.5 Eingrenzung des Zink-Signals im PI3K-Signalweg 
Nachdem eine direkte Abhängigkeit der IL-2-induzierten Aktivierung des PI3K-Weges von 
Zink nachgewiesen wurde, sollte der Mechanismus des aktivierenden Effektes des Zinks auf 
die Akt Kinase näher untersucht werden. Hierbei sollte einerseits herausgestellt werden, ob 
es zeitliche Unterschiede zwischen der IL-2 und der Zink-induzierten Akt Phosphorylierung 
gibt, und weiterhin geklärt werden, ob Zinkionen auch auf vorangeschaltete Signal-Moleküle 
wie die Janus Kinase 1 einen aktivierenden Effekt ausüben. Dafür wurden sowohl CTLL-2 
Zellen, als auch primäre humane T-Zellen verwendet. Mittels Western Blot Analysen wurde 
die Phosphorylierung der Akt und der Jak1 untersucht (Abb. 4.15). Die Abbildung zeigt, dass 
die IL-2-induzierte Akt Phosphorylierung in CTLL-2 Zellen, als auch in primären T-Zellen, 
bereits nach 5 Minuten einsetzt. Interessanterweise beginnt die Phosphorylierung der Akt 
nach Zink/Pyrithion-Stimulation in CTLL-2 Zellen erst nach 20 Minuten, wohingegen sie in 
primären T-Zellen auch bereits nach 5 Minuten auftritt.  
 
 
 
 Abb. 4.15: Zeitlicher Verlauf der Akt und Jak1 Phosphorylierung nach IL-2- oder Zink/Pyrithion-
Stimulation in CTLL-2 Zellen (A) und primären T-Zellen (B). 1 x 10
6
 Zellen/ml wurden 24 h ohne IL-
2 kultiviert, bevor sie mit 30 U/ml IL-2 oder 20 µM Zink/10 µM Pyrithion stimuliert wurden. In den 
angegebenen Zeitintervallen wurden Proben für Western Blot Analysen genommen. Im Western Blot 
wurden phospho-spezifische Antikörper gegen Akt(Ser473) und Jak1(Tyr1022/1023), sowie ein 
Antikörper gegen β-Aktin eingesetzt. Die dargestellten Ergebnisse sind repräsentativ für jeweils n=3 
unabhängige Experimente. 
Die Aktivierung der Jak1 wird in beiden Zelltypen nur durch IL-2-Stimulation induziert und 
nicht durch Zink/Pyrithion. Sie tritt ebenfalls nach 5 Minuten auf, in primären T-Zellen sogar 
noch schneller, nämlich direkt nach Stimulationsbeginn.  
Um generell Artefakte des Pyrithions auszuschließen, wurden sowohl mit CTLL-2 Zellen, als 
auch mit primären humanen T-Zellen weitere Western Blot Analysen durchgeführt, wobei die 
Zellen mit IL-2, Zink, Pyrithion, und der Kombination aus Zink/Pyrithion behandelt wurden. 
 
A CTLL-2      B Primäre T-Zellen
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Abb. 4.16: Untersuchung der Akt und Jak1 Phosphorylierung nach IL-2- oder Zink-, Pyrithion- 
oder Zink/Pyrithion-Stimulation in primären T-Zellen (A) und CTLL-2 Zellen (B). 1 x 10
6
 Zellen/ml 
wurden 24 h ohne IL-2 kultiviert, bevor sie mit 30 U/ml IL-2, 20 µM Zink, 10 µM Pyrithion oder 20 µM 
Zink plus 10 µM Pyrithion für 25 min stimuliert wurden. Mittels Western Blot Analysen wurde der 
Phosphorylierungsgrad von Akt (Ser473) und Jak1 (Tyr1022/1023), sowie der totale Gehalt an β-Aktin 
analysiert. Die dargestellten Blots sind repräsentativ für jeweils n=3 unabhängige Experimente. 
 
Aus der Abb. 4.16 ist klar zu erkennen, dass die Akt Kinase allein durch IL-2 oder 
Zink/Pyrithion aktiviert wird. Es gibt keine Artefakte durch Pyrithion. Außerdem zeigen die 
Daten wiederholt, dass die Phosphorylierung der Jak1 nur durch IL-2, nicht aber durch 
Zink/Pyrithion induziert wird.  
Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse (Abb. 4.15, Abb 4.16), dass die Jak1 Aktivierung 
nicht Zink-abhängig ist, somit muss der Effekt des Zinks auf den PI3K-Signalweg auf ein 
später geschaltetes Signalmolekül erfolgen. 
4.6 Der Einfluss von PTEN und SHIP auf die Zink-induzierte Akt Aktivierung 
Der inhibitorische Einfluss von Zink auf Phosphatasen wie die PTP1b war aus der Literatur 
bekannt. Da das Produkt der  PI3K hauptsächlich durch die Phosphatasen PTEN und SHIP1 
und 2 dephosphoryliert wird, lag die Hypothese nahe, dass diese durch Zink inhibiert werden 
könnten. Dies hätte zur Folge, dass die Produktivität der PI3K weniger stark reguliert wird, 
was einen höheren Spiegel an phosphorylierter Akt hervorrufen würde. 
4.6.1 Beobachtungen in Zelllinien, die sich in der PTEN und SHIP1 Expression 
unterscheiden 
Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden verschiedene T-Zelllinien, die sich in der 
Expression von PTEN und SHIP1 unterscheiden, mit Zink/Pyrithion stimuliert und die 
Phosphorylierung der Akt mittels Western Blot analysiert.  
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Die Ergebnisse sind in Abb. 4.17 dargestellt und zeigen, dass HuT-78 Zellen, welche beide 
Phosphatasen exprimieren, am sensitivsten auf die Zink/Pyrithion-Stimulation reagieren. 
Interessanterweise lassen sich diese Zellen auch, im Vergleich zu Jurkat und Molt-4 Zellen 
am besten aushungern, d.h. die Voraktivierung der Akt ist bei Hut-78 am geringsten. Sowohl 
Jurkat, als auch Molt-4 Zellen zeigen eine starke Voraktivierung der Akt, und beide Zelllinien 
sind defizient in der PTEN-Expression. 
 
 
Abb. 4.17: Einfluss der Zink-induzierten Akt Aktvierung in verschiedenen T-Zelllinien. Die 
unterschiedlichen Zelllinien wurden zu 1 x 10
6
 Zellen/ml für 4 h ohne FCS kultiviert. Anschließend 
wurden sie für 25 min bei 37 °C mit aufsteigenden Zink-Konzentrationen in Gegenwart von 10 µM 
Pyrithion stimuliert. Weiterhin wurde ein Ansatz nicht stimuliert und diente als Kontrolle für den Grad 
der Voraktivierung der Akt. Die Ansätze wurden mittels Western Blot auf die Phosphorylierung der Akt 
(Ser473) und den absoluten Gehalt an SHIP1, PTEN und β-Aktin untersucht. Die Abbildung ist 
repräsentativ für n=3 unabhängige Experimente. 
Außerdem erreicht die Stimulation mit Zink/Pyrithion in Jurkat und Molt-4 Zellen eine ähnlich 
schwache Steigerung des Phosphorylierungsgrades der Akt. Diese Ergebnisse lassen darauf 
schließen, dass die PTEN in diesem Fall eine größere Rolle in der Regulation der PI3K, und 
damit der Akt Aktivität, spielt. 
4.6.2 Experimente mit primären murinen SHIP1-defizienten Thymozyten 
Um dies weiter zu untersuchen, wurden primäre T-Zellen aus dem Thymus von SHIP1-
knockout (ko)- und Wildtyp (wt)-Mäusen isoliert und mit Zink, Pyrithion, und Zink/Pyrithion 
stimuliert. Die Phosphorylierung der Akt wurde mittels Western Blot analysiert und ist in Abb. 
4.18 dargestellt. Der Phosphorylierungsgrad ist in beiden Phänotypen ähnlich, so dass auch 
diese Daten die Hypothese stützen, dass SHIP1 in der Regulation der Akt Aktivität nur eine 
untergeordnete Rolle einnimmt. 
 
HuT-78        Jurkat Molt-4
Zn [µM]   - 1    2.5  5      - 1    2.5  5     - 1   2.5   5
Pyr - +  +   +      - +     +     +     - +    +      +    
β-Aktin
PTEN 
p-Akt
SHIP
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Abb. 4.18: Der Einfluss der Anwesenheit von SHIP1 auf die Phosphorylierung der Akt Kinase. 
Primäre murine Thymozyten aus SHIP1 wt (SHIP1
+/+
) oder ko (SHIP1
-/-
) Mäusen wurden für 25 min 
bei 37 °C mit 20 µM Zink, 10 µM Pyrithion oder 20 µM Zink plus 10 µM Pyrithion inkubiert. 
Anschließend wurde der Phosphorylierungsgrad der Akt an Ser473, sowie der Gesamtgehalt an 
SHIP1, PTEN und β-Aktin im Western Blot analysiert. Der dargestellte Western Blot ist repräsentativ 
für die Untersuchung der Thymozyten von jeweils 3 Mäusen des angegebenen Genotyps.  
4.6.3 Knockdown der PTEN in HeLa Zellen 
Um die Rolle von PTEN in der Zink-induzierten Akt Phosphorylierung näher zu untersuchen, 
wurde die Expression der Phosphatase in HeLa-Zellen mittels siRNA runter reguliert. HeLa-
Zellen besitzen zwar keinen IL-2-Rezeptor, reagieren jedoch auch mit einer erhöhten Akt 
Aktivität auf Zink/Pyrithion Stimulation und lassen sich außerdem leicht transfizieren. Zum 
knockdown der PTEN wurden zwei spezifische siRNAs eingesetzt. Der Transfer der RNA 
durch Lipofektion wurde zunächst durch Einsatz einer Fluoreszein-gekoppelten Kontroll-
siRNA 24 h post Transfektion am FACS überprüft. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.19 
dargestellt und zeigen einen Overlay der transfizierten Zellen mit einer Kontrollzellpopulation, 
die nur mit dem Transfektionsreagenz behandelt wurde. Daraus ist zu erkennen, dass die 
siRNA mit einer Transfektionseffizienz von über 95 % in die Zellen eingebracht wurde. 
 
 
β-Aktin
Zn - +    - +         - +     - +                 
Pyr - - +     +    - - + +      
p-Akt
SHIP1
SHIP1 +/+ SHIP1 -/-
PTEN
ERGBENISSE  69 
 
Abb. 4.19: FACS-Analysen zur Bestimmung der Transfektionseffizienz. HeLa Zellen wurden mit 
Fluoreszein-markierter siRNA transfiziert (grüne Linie). Ein Kontroll-Ansatz wurde nur mit dem 
Transfektionsreagenz behandelt (rote Linie). 24 h post Transfektion wurde die Fluoreszenz der Zellen 
im FITC-Bereich gemessen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des dargestellten Histogramms unter 
Verwendung der Marker M1 und M2. M2 gibt einen prozentualen Anteil von 96,52 % an. Dieser Wert 
entspricht der Transfektionseffizienz. Repräsentatives Ergebnis für n=3 unabhängige Experimente. 
 
Die Fluoreszein-gekoppelte siRNA wurde auch bei den weiteren Experimenten als Kontroll-
siRNA verwendet. Zum knockdown der PTEN in HeLa-Zellen wurden die transfizierten Zellen 
72 h post Transfektion für 4 h durch FCS-Entzug ausgehungert und anschließend geerntet 
und für Western Blot Analysen verwendet. Das Ergebnis ist in Abb. 4.20 dargestellt und 
zeigt, dass der Zink-Effekt auf die Akt Phosphorylierung in Zellen, in denen die Expression 
der PTEN herunter reguliert ist, im Vergleich zum Kontrollansatz nicht mehr vorhanden ist. 
 
 
 
 
Abb. 4.20: Der Einfluss des knockdown der PTEN auf die Zink-induzierte Akt Phosphorylierung 
in HeLa Zellen. HeLa Zellen wurden mit PTEN-spezifischer siRNA transfiziert oder lediglich mit dem 
Transfektionsreagenz behandelt (Mock-Kontrolle) und 72 h später für 4 h ohne FCS kultiviert. 
Anschließend wurden die Zellen mit 20 µM Zink in Gegenwart von 10 µM Pyrithion für 25 min bei      
37 °C stimuliert.  Zur Überprüfung des PTEN-knockdowns, der Akt Phosphorylierung (Ser473), sowie 
des Gesamtgehaltes an β-Aktin wurden Western Blot Analysen durchgeführt. Der dargestellte Blot ist 
repräsentativ für n=5 unabhängige Experimente. 
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PTEN siRNA - - +         +
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β-Aktin
p-Akt
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Diese Ergebnisse lassen deutlich darauf schließen, dass Zink einen Einfluss auf die PTEN 
hat und dass dieser Effekt zur Zink-induzierten Akt Aktivierung führt. 
4.6.4 Einfluss von Zink auf die Proteinmenge der PTEN 
In der Literatur wurde ein möglicher Einfluss von Zink auf diese Phosphatase bereits 
untersucht und zugrundeliegende Mechanismen erörtert. Dabei wurde unter anderem ein 
Zink-induzierter Abbau der PTEN diskutiert [Wu et al., 2003; Lee et al., 2009]. Um dieses 
Phänomen zu untersuchen, wurden HuT-78 und primäre humane T-Zellen über 8 h mit 
Zink/Pyrithion stimuliert und die Proteinmenge der PTEN mittels Western Blot analysiert. 
Die Ergebnisse (Abb. 4.21) zeigen deutlich, dass der Proteingehalt der Phosphatase durch 
Zink nicht vermindert wird.  
 
 
Abb. 4.21: Der Einfluss der Zink/Pyrithion Stimulation von HuT-78 (A) und primären T-Zellen (B) 
auf die Proteinmenge der PTEN. HuT-78 Zellen wurden für 24 h ohne FCS, primäre T-Zellen für 24 
h ohne IL-2 kultiviert, um eine Voraktivierung der Akt zu unterbinden. Anschließend wurden die Zellen 
mit 20 µM/10 µM Pyrithion bei 37 °C über 8 h stimuliert und nach den angegebenen Zeitabständen 
wurden jeweils Proben für Western Blot Analysen entnommen. Im Western Blot wurden neben einem 
phospho-spezifischen Akt Antikörper (Ser473) ein Antikörper gegen PTEN und einer gegen β-Aktin 
eingesetzt. Die dargestellten Ergebnisse sind repräsentativ für jeweils n=3 unabhängige Experimente. 
4.6.5 Enzym-Aktivitätsassay zur Untersuchung einer direkten Interaktion zwischen 
Zink und PTEN 
Um zu untersuchen, ob Zink einen direkten inhibitorischen Einfluss auf das Enzym hat, 
wurde die PTEN zunächst kommerziell erworben und die Aktivität in Gegenwart von Zink in 
einem speziellen PTEN-ELISA analysiert. Wie in Abb. 4.22 dargestellt, wird die Aktivität der 
PTEN bereits durch 10 µM Zink signifikant gehemmt, bei 100 µM Zink ist das Enzym fast 
komplett inhibiert. Die bedeutet, dass es eine direkte Interaktion zwischen Zinkionen und der 
Phosphatase geben muss, und dass diese zur Inhibition des Enzyms führt.  
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Abb. 4.22: Der direkte Einfluss von Zinkionen auf die Aktivität der PTEN. Die Aktivität des 
kommerziell erhältlichen PTEN Enzym (R&D) wurde gemäß den Angaben des Herstellers in einem 
PTEN ELISA bestimmt. Dafür wurde das Enzym zunächst mit 1, 10 und 100 µM Zink für 10 min 
vorinkubiert. Die dargestellte Graphik zeigt die Mittelwerte ± SEM aus n=5 unabhängigen 
Experimenten. Signifikant unterschiedliche Werte sind gekennzeichnet (* p<0,05; ***, p<0,01; One-
way ANOVA mit Dunnet’s post hoc Test). 
4.7 Mechanismus der Zink-abhängigen PTEN Inhibition 
4.7.1 Herstellung rekombinanter PTEN in E. coli  
4.7.1.1 Klonierung eines Expressionsvektors 
Um den Mechanismus der Zink-abhängigen PTEN Inhibition weiter aufzuklären, wurde das 
Enzym zunächst rekombinant in E. coli exprimiert. Dazu wurde RNA aus primären humanen 
T-Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben (3.2.5). Die PTEN-spezifische Sequenz wurde 
daraufhin unter Anfügen einer Bam HI-Schnittstelle am 5`-Ende und einer Eco RI-
Schnittstelle am 3`-Ende amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit beiden 
Restriktionsenzymen geschnitten. Als Zielvektor wurde pGEX-4T-1 GFP ausgewählt. Dieser 
Vektor beruht auf der Basis des pGEX-4T-1 Vektors und enthält ein Gen für GFP, das 
Instituts-intern ebenfalls über Bam HI und Eco RI eingebracht wurde. Abb. 4.23 zeigt eine 
Vektorkarte von pGEX-4T-1, die entsprechenden Restriktionsschnittstellen sind rot markiert.  
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Abb. 4.23: Schematische Darstellung pGEX-4T-1. Die abgebildete Vektorkarte des pGEX-4T-1-
Vektors zeigt die essentiellen genetischen Elemente wie das Ampicillin-Resistenzgen (Ampi R), das 
Lac 1-Gen (Lac I), sowie den Promotor (P tac) und das Gen für die Glutathion-S-Transferase. 
Außerdem ist ein vergrößerter Ausschnitt der multiplen Klonierungsstelle dargestellt. Darin sind die 
Restriktionsschnittstellen für Bam HI und Eco RI rot markiert. 
 
Weiterhin enthält der Vektor die Sequenz für die Glutathion-S-Transferase (GST) 5` der 
multiplen Klonierungsstelle, so dass das eingefügte Gen nach Expression einen 
sogenannten GST-Tag enthält. Dieser Tag ermöglicht eine einfache Aufreinigung über 
Affinitätschromatographie unter Verwendung entsprechender Beads, die Glutathion 
enthalten.  
Die humane Sequenz der PTEN konnte problemlos in das pGEX-4T-1 Vektor-backbone 
kloniert werden. Die Plasmid-DNA einiger Klone wurde isoliert und zur Kontrolle sowohl mit 
Bam HI/Eco RI geschnitten, als auch mit Bam HI/Cla I. Die Schnittstelle für Cla I befindet 
sich hier nur in der Sequenz der PTEN, nicht aber im Vektor. Auf diesem Wege bekommt 
man näheren Aufschluss darüber, ob es sich bei der klonierten Sequenz um PTEN handelt. 
Der generierte Vektor pGEX-4T-1 PTEN sollte folgende Fragmentgrößen aufweisen (Tab. 
4.1). 
Tab. 4.1 
Behandlung des Vektors  Fragmentgrößen für den Vektor pGEX-4T-1 PTEN 
ungeschnitten 6169 bp 
Bam HI/Eco RI 4969 bp und 1200 bp 
Eco RI/Cla I 5894 bp und 275 bp 
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Diese Fragmentgrößen wurden in einer Agarosegelelektrophorese überprüft (Abb. 4.24). 
Als Kontrolle wurde der Ausgangsvektor pGEX-4T-1 GFP verwendet. Spur 2 der Abb. 4.24 
zeigt zwei Fragmente, von Interesse ist dabei das kleinere Fragment, das eine Größe von 
etwas unter 750 bp aufweist. Dabei handelt es sich um das GFP-Gen, welches eine Größe 
von 714 bp besitzt und über Bam HI/Eco RI in den Vektor eingebracht wurde. In Spur 6 
hingegen wurde das klonierte Konstrukt, pGEX-4-T1 PTEN mit Bam HI/Eco RI geschnitten, 
in diesem Fall ist das ausgeschnittene Fragment deutlich größer und liegt zwischen 1000 
und 1500 bp, entsprechend der PTEN mit einer Größe von 1212 bp. Der Kontrollverdau 
dieses Vektors mit Eco RI/Cla I (Spur 7) zeigt außerdem, dass ein kleines Fragment von 
etwas über 250 bp erzeugt wurde. Da hierbei ein Fragment von 275 bp erwartet wurde (Tab. 
4.1), ist auch dieser Kontrollansatz positiv verlaufen. 
 
 
Abb. 4.24: Agarosegel zur Überprüfung der Klonierung der PTEN in den pGEX-4-T1 Vektor. 
150 ng des Ausgangsvektors pGEX-4T-1 GFP und des klonierten Konstruktes pGEX-4-T1 PTEN 
wurden unbehandelt, oder für 1 h bei 37 °C mit Bam HI/Eco RI oder Eco RI/Cla I inkubiert. 
Anschließend wurde die DNA in einem 2 %-igen Agarosegel aufgetrennt. Als Längenstandard wurde 
die 1 kb Leiter (Fermentas) verwendet. Die nummerierten Spuren enthalten folgende Ansätze: 
1 pGEX-4-T1 GFP, ungeschnitten   2 pGEX-4-T1 GFP, Bam HI/Eco RI 
3 pGEX-4-T1 GFP, Eco RI/Cla I    4 – 
5 pGEX-4-T-1 PTEN, ungeschnitten   6 pGEX-4-T1 PTEN, Bam HI/Eco RI 
7 pGEX-4-T-1 PTEN, Eco RI/Cla I 
 
 
Um final sicherzustellen, dass der generierte Expressionsvektor die korrekte Sequenz der 
PTEN enthält, wurde die DNA außerdem unter Verwendung spezifischer Primer (Tab. 3.1) 
sequenziert. Der positive Klon wurde dann in kompetente E. coli übertragen und zur 
Expression verwendet. 
PTEN, 1212 bp 
GFP, 714 bp 
Fragment, 275 bp 
bp 
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4.7.1.2 Expression und Aufreinigung 
Die Expression der PTEN wurde wie beschrieben (3.4.6) durchgeführt. Anfangs wurde von 
jedem Expressionsschritt eine Probe entnommen, per SDS-PAGE aufgetrennt und 
anschließend mit einem anti-PTEN-Antikörper im Western Blot analysiert. Das Ergebnis ist in 
Abb. 4.25 dargestellt. Das Enzym läuft auf einer Höhe von etwas unter 80 kDa. Die PTEN 
hat ein Molekulargewicht von 47 kDa, das des fusionierten GST-Tags beträgt 25 kDa. 
Zusammen weist das Konstrukt also ein Molekulargewicht von 72 kDa auf. 
Erwartungsgemäß verringert sich der Gehalt des Proteins im Verlauf der Waschschritte 
(Spur 4-7), wohingegen die Elutionsfraktionen (Spur 9-14) einen hohen Gehalt des Enzyms 
aufweisen. Hierbei zeigt sich außerdem, dass der meiste Anteil des Enzyms in 4 
Elutionsfraktionen (Spur 9-12) aufgefangen werden kann.  
 
 
Abb. 4.25: Western Blot Analyse der einzelnen Aufreinigungsschritte. 
 1 biotinylierte Proteinleiter  2 Lysat vor Inkubation mit den Beads 
 3 Lysat nach Inkubation  4 Waschfraktion 1 
 5 Waschfraktion 2   6 Waschfraktion 3 
 7 Waschfraktion 4   8 Waschfraktion 5 
 9 Elutionsfraktion 1  10 Elutionsfraktion 2 
11 Elutionsfraktion 3  12 Elutionsfraktion 4 
13 Elutionsfraktion 5  14 Elutionsfraktion 6 
4.7.1.3 PTEN Aktivitätsassay in Gegenwart von Zink: Bestimmung des IC50 Wertes 
Um die Aktivität der rekombinanten PTEN in Gegenwart von Zink zu testen wurde das 
Enzym zusammen mit Zink inkubiert. Anschließend wurde das spezifische Substrat der 
PTEN, PIP3, zum Ansatz gegeben und weiterhin inkubiert. Am Ende wurde das umgesetzte 
Substrat anhand des freien Phosphates in der Lösung mit Malachitgrün detektiert. Analog 
wurden die gleichen Ansätze ohne PIP3, dafür mit 1 µM FluoZin-3 A inkubiert und die 
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Fluoreszenz gemessen. Dieser Schritt war wichtig, da im Ansatz sowohl DTT, als auch 
Reste von Glutathion enthalten waren und beide Substanzen Zink binden. Durch die 
Messung mit FluoZin-3 A wurde die exakte Konzentration freien Zinks in der Lösung 
berechnet.  
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Abb. 4.26: Zink-abhängige Inhibition der PTEN. 2,5 µg des Enzyms wurden in 50 µl 100 mM Tris-
Puffer (pH 7.5) für 10 min mit definierten Zinkkonzentrationen inkubiert. Außerdem wurde die 
maximale Enzymaktivität nach Chelation des Zinks durch 40 µM TPEN ermittelt. Anschließend wurde 
jedem Ansatz 20 µM des Substrates zugesetzt und für eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert, bevor 
zu jedem Ansatz 100 µl Malachitgrün-Lösung gegeben wurde. Nach 20 min wurde die Absorption der 
Ansätze bei 625 nm photometrisch bestimmt. Gleiche Ansätze, jedoch ohne Substrat und 
Malachitgrün-Lösung, wurden für die exakte Bestimmung der Konzentration an freien Zinkionen pro 
Ansatz verwendet. Dafür wurde den Ansätzen jeweils 1 µM FluoZin-3 A zugegeben und die 
Fluoreszenz der Proben gemessen. Zur Ermittlung von Fmin und Fmax wurden Ansätze mit 40 µM 
TPEN, bzw. 50 µM Zink verwendet. Die Grafik zeigt die Mittelwerte ± SEM aus je drei unabhängigen 
Experimenten. 
Die Abbildung 4.26 zeigt die konzentrationsabhängige Abnahme der Aktivität der PTEN in 
Gegenwart von Zink, dabei wurde die maximale Aktivität in Gegenwart von TPEN gemessen. 
Anhand der Kurvenfunktion wurde ein IC50-Wert der zinkabhängigen PTEN-Inhibition von 
0,59 nM bestimmt. Zusätzlich wurde die intrazelluläre Konzentration des freien Zinks im 
Ruhezustand von CTLL-2-Zellen mit der Sonde ZinPyr1 bestimmt. Die Messungen ergaben 
eine Konzentration von 0,22 nM. Dementsprechend liegt der ermittele IC50-Wert nahe an der 
intrazellulären Zink-Konzentration und lässt vermuten, dass die Aktivität der Phosphatase 
bedeutend von Zink reguliert wird. 
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4.7.1.4 Untersuchung der Sekundärstruktur der PTEN in Gegenwart von Zink und 
H2O2 
Um die Hypothese, dass Zink direkt an das katalytisch essentielle Cystein 124 und an das 
Cystein 71 bindet, zu prüfen, wurde die Sekundärstruktur des Enzyms mittels CD 
Spektroskopie näher analysiert. Dafür wurde die PTEN mit Zink oder H2O2 inkubiert, oder 
unbehandelt als Kontrolle verwendet. Abbildung 4.27 zeigt die CD Spektren. Anhand der 
Abbildung ist eine Änderung der Sekundärstruktur durch H2O2 und Zink deutlich zu 
erkennen. Die Veränderung des Kurvenverlaufs ist dabei recht ähnlich. Aus der Literatur ist 
bekannt, dass die Oxidation des Enzyms durch H2O2 eine Konformationsänderung durch 
Ausbildung einer Disulfidbrücke zwischen Cys71 und Cys124 hervorruft. Mit den 
dargestellten Daten ist belegt, dass auch die Bindung von Zink an die PTEN eine 
Konformationsänderung des Proteins hervorruft. Darüber hinaus legt der ähnliche 
Spektrenverlauf von Zink- und H2O2-behandeltem Enzym die Vermutung nahe, dass Zink 
ebenfalls beide Cysteine, Cys71 und Cys124, bindet. 
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Abb. 4.27: CD-Spektren der PTEN. Dargestellt sind die CD-Spektren zwischen 240 und 190 nm des 
unbehandelten, sowie des für 10 min mit 50 µM Zink oder 500 µM H2O2 vorbehandelten Enzyms. Die 
gemessenen Daten wurden zur Basisline mit 100 mM Tris-Puffer normalisiert und zeigen die 
Mittelwerte von n=5 Messungen.  
4.7.1.5 Zink-vermittelter Schutz der PTEN vor Oxidation 
Sollte die Vermutung stimmen, dass Zink an die Thiole der Cysteine Cys71 und Cys124 
bindet, so könnte das bedeuten, dass Zink das Enzym vor Oxidation schützen kann. Um dies 
näher zu untersuchen wurde die PTEN zunächst mit Zink inkubiert. Anschließend erfolgte 
eine Behandlung mit H2O2. Das überschüssige H2O2 wurde dann durch eine Katalase-
Behandlung entfernt. Zuletzt wurde das Enzym mit TPEN inkubiert, um das gebundene Zink 
vom Enzym zu entfernen. Sollte Zink die PTEN vor Oxidation schützen, so sollte das Enzym 
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seine Aktivität zurück gewinnen. Parallel dazu wurden Kontrollansätze mit den einzelnen 
Komponenten und/oder deren Kombination ohne Zink durchgeführt. 
Die Ergebnisse dieses Experimentes sind in Abb. 4.28 dargestellt und zeigen, dass das 
Enzym durch die beschriebene Behandlung eine Aktivität von etwa 50 % zurück erlangt. 
Damit hat die Bindung von Zink einen antioxidativen Effekt auf die PTEN. 
 
 
 
Abb. 4.28: Untersuchung eines antioxidativen Einflusses von Zink auf PTEN. 2,5 µg des 
rekombinanten Enzyms in einem Gesamtvolumen von 50 µl 100 mM Tris-Puffer (pH 7,5)  wurden mit 
25 µM Zink, 40 µM TPEN, 150 µM H2O2 oder 1 mg/ml Katalase in den angegebenen Kombinationen 
behandelt. Dabei erfolgte immer zuerst eine 10-minütige Inkubation des Enzyms mit Zink, dann eine 
Inkubation mit H2O2 für 10 min, eine Katalase-Behandlung für 30 min, und letztlich eine Inkubation mit 
TPEN für 15 min. Anschließend wurde das Enzym mit 20 µM PIP3 als Substrat versetzt und für 1 h 
bei 37 °C inkubiert, woraufhin 100 µl Malachitgrün-Lösung zu jedem Ansatz hinzugefügt wurden. Nach 
20 min Inkubation bei RT wurde die Absorption bei 625 nm im Photometer gemessen. Die Absorption 
war dabei proportional zur Menge des freien Phosphates in der Lösung, und damit zur Enzym-
Aktivität. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte + SEM von drei unabhängigen Experimenten. Ansätze, 
die nicht den gleichen Buchstaben teilen, sind mit p  0,05 signifikant unterschiedlich (One-way 
ANOVA, Tukey‘s post hoc Test). 
4.8 Untersuchung der Zink-Bindungsstelle anhand von  PTEN Mutanten 
Es wurde vermutet, dass Zink an Cys71 und Cys124 bindet. Zinkionen haben jedoch meist 
mehrere Bindungspartner, was letztendlich zu einer stabileren Bindung führen kann. 
Nachfolgend ist ein Ausschnitt der Aminosäuresequenz der PTEN abgebildet (Abb. 4.29 A). 
In der Abbildung sind bevorzugte Zink-Bindungspartner farbig markiert. Zudem sind vier 
Aminosäuren rot eingekreist, die Cysteine an Position 71 und 124, sowie Aspartat an 
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Position 92 (Asp 92) und Histidin an Position 123 (His123). Diese vier Aminosäuren zeigen 
aufgrund der Kristallstruktur des Enzyms eine Art Tasche, die sich für die Bindung des Zinks 
eignen würde. Abbildung 4.29 B zeigt den entsprechenden Ausschnitt aus der Kristallstruktur 
der PTEN, die vier Aminosäuren sind darin gelb markiert. 
 
  
 
 
Abb. 4.29: Mögliche Zink-Bindungspartner in der Aminosäuresequenz der PTEN. (A) Ausschnitt 
aus der Aminosäuresequenz des Enzyms. Farbig markiert sind bevorzugte Zink-Bindungspartner. (B) 
Ausschnitt aus der schematischen Darstellung der Kristallstruktur der PTEN. Die kleine Abbildung auf 
der linken Seite zeigt die Kristallstruktur des gesamten Proteins. Vergrößert dargestellt ist rechts der 
Teil der Struktur, in dem die Aminosäuren Cys71, Asp92, His123 und Cys124 enthalten sind. Diese 
Aminosäuren sind gelb hervorgehoben und beschriftet. Die dargestellte Kristallstruktur wurde von 
Tartrat-gebundener PTEN erstellt [Lee et al., 1999]. Das gebundene Tartrat ist in der Abbildung als 
Kugel-Stab-Modell dargestellt.   
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Um zu untersuchen, wie wichtig die einzelnen Aminosäuren für die Aktivität des Enzyms 
sind, wurden vier verschiedene Mutanten erzeugt, dabei wurde jeweils eine Aminosäure 
ausgetauscht.  
4.8.1 Herstellung von vier PTEN Mutanten mittels gerichteter in vitro Mutagenese 
Zur Mutation der vier Aminosäuren wurden Punkmutationen mittels PCR unter Verwendung 
spezifischer Primer (Tab.3.1), welche die Mutation tragen, in die Originalsequenz eingefügt 
(3.2.8.2). Dabei wurde das gesamte Template-Plasmid mit Hilfe dieser Primer amplifiziert.  
Der Aminosäureaustausch für die jeweilige Mutation ist in der folgenden Übersicht 
angegeben: 
Tab 4.2: Übersicht über die PTEN Mutanten 
 
Bezeichnung der Mutante Aminosäureaustausch 
Cys71 Cystein gegen Serin 
Asp92 Aspartat gegen Alanin 
His123 Histidin gegen Alanin 
Cys124 Cystein gegen Serin 
 
Im Anschluss an die PCR wurde die Template-DNA aufgrund ihrer Methylierungen durch das 
Methylierungs-sensitive Restriktionsenzym Dpn I degradiert und somit aus dem Ansatz 
entfernt. Im Anschluss an die PCR wurde ein analytisches Agarosegel angefertigt. Als 
Kontrolle wurde der pGEX-4T-1 Vektor sowohl Dpn I-unbehandelt, als auch behandelt, mit 
aufgetragen. Wie auf der Abbildung des Geles zu sehen ist, vermittelt die Inkubation der 
methylierten Plasmid-DNA mit dem Enzym eine effektive und vollständige Degradation der 
DNA (Abb. 4.31, Spur 2 und 3). Weiterhin zeigen die Spuren 3-6 der Abb. 4.31 die PCR-
Produkte nach der Inkubation mit Dpn I. Verglichen mit Spur 2 ist in diesen Spuren noch 
ungeschnittene DNA vorhanden, hierbei handelt es sich um die unmethylierten, 
amplifizierten Sequenzen, die wie erwartet von dem Enzym nicht geschnitten werden. 
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Abb. 4.30: Agarosegel der in vitro Mutagenese. Das Gelbild zeigt die PCR-Produkte der 
Amplifikation des pGEX-4-T1 PTEN Vektors unter Verwendung der Mutationsprimer nach Dpn I-
Verdau. Zusätzlich wurde der Ausgangsvektor als Kontrolle aufgetragen, einmal unbehandelt und 
einmal nach Dpn I-Verdau. Als Längenstandard wurde eine 1 kb Leiter (Fermentas) verwendet. 
1 pGEX-4T-1 PTEN unbehandelt  2 pGEX-4-T1 Dpn I 
3 PCR-Produkt Mutation Cys71, Dpn I  4 PCR-Produkt Mutation Asp92, Dpn I 
5 PCR-Produkt Mutation His123, Dpn I  6 PCR-Produkt Mutation Cys124, Dpn I 
 
 
5 µl eines jeden Dpn I-behandelten PCR-Ansatzes wurden daraufhin transformiert. Die 
Plasmid-DNA einiger Klone der Mutanten wurde am Folgetag isoliert und per Sequenzierung 
auf die erfolgreiche Mutagenese überprüft. Die Ergebnisse der Sequenzierung zeigten in 
allen Fällen eine erfolgreiche Mutagenese der gewünschten Aminosäuren. Die DNA der 
positiven Klone wurde daraufhin erneut in kompetente E.coli-Zellen eingebracht und dann 
zur Expression der mutierten Enzyme verwendet. Zunächst wurden alle vier Mutanten des 
Enzyms im Western Blot mit einem anti-PTEN-Antikörper überprüft. Abbildung 4.32 zeigt, 
dass jedes Enzym spezifisch vom Antikörper erkannt wird, und die Größe der 
unterschiedlichen Mutanten identisch ist. 
 
 
Abb. 4.31: Spezifische Detektion der PTEN-Mutanten im Western Blot. Je 1 µg der mutierten 
PTEN-Enzyme wurden mitels SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschließend 
geblottet. Die Detektion erfolgte mit einem anti-PTEN-Antikörper. Die Auftragsspuren der 
verschiedenen Mutanten sind entsprechend gekennzeichnet.  
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Analog zum Wildtyp (Abb. 4.25) besitzen alle vier Mutanten ein Molekulargewicht von etwa 
72 kDa, was der molekularen Größe der PTEN mit Addition des GST-Tags entspricht. 
Die mutierten Enzyme wurden daraufhin zum Vergleich ihrer Enzymaktivität eingesetzt. 
4.8.2 Vergleich der Enzym-Aktivität der PTEN-Mutanten mit der des Wildtyps 
Zum Vergleich der Enzym-Aktivitäten der vier PTEN-Mutanten und des Wildtyps wurde ein 
Malachitgrün-Assay (3.4.8) durchgeführt.  
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Abb. 4.32: Enzym-Aktivität der PTEN-Mutanten im Vergleich zu der des Wildtyps. 
2,5 µg jedes Enzyms wurden in 50 µl 100 mM Tris-Puffer (pH 7,5) verdünnt und mit 20 µM PIP3 für 1 
h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde das freie Phosphat in der Lösung mit Hilfe des 
Malachitgrün-Assays (3.4.8) bestimmt und die Enzymaktivität anhand dessen berechnet. Die Daten 
zeigen Mittelwerte + SD aus n=3 unabhängigen Experimenten. Die mit ***-gekennzeichneten Ansätze 
sind mit p  0,0001 signifikant unterschiedlich zum WT (One-way ANOVA, Tukey‘s post hoc Test). 
 
Aus der Abbildung 4.33 ist deutlich ersichtlich, dass jede Mutation signifikant schwächer aktiv 
ist als der Wildtyp. Dabei zeigt keines des mutierten Enzyme eine Aktivität >40 % im 
Vergleich zum Wildtyp. Die Mutationen des Asp92 und des Cys124 zeigen dabei den 
höchsten Einfluss auf die Aktivität, was aufgrund ihrer Beteiligung an dem katalytischen 
Mechanismus zu erwarten war. Zusammen mit dem hohen Aktivitätsverlust der beiden 
anderen Mutanten zeigt sich, dass alle vier mutierten Aminosäuren essentiell für die 
katalytische Aktivität sind. Eine Untersuchung des Einflusses von Zink auf die Aktivität der 
mutierten Enzyme wurde aufgrund der geringen Restaktivität nicht durchgeführt. 
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5 DISKUSSION 
T-Lymphozyten spielen in der adaptiven Immunantwort eine entscheidende Rolle und viele 
ihrer Funktionen sind Zink-abhängig. So zeigt sich im Rahmen einer Zink-Defizienz unter 
anderem eine gestörte Entwicklung der T-Zellen, sowie  Beeinträchtigungen in ihrer Antwort 
auf Mitogen- und Zytokin-vermittelte Stimuli [Honscheid et al., 2009]. Zinkionen werden bei 
den letztgenannten T-Zell-Funktionen vor allem für die intrazelluläre Signaltransduktion 
benötigt, weshalb sich für Zink in den letzten Jahren eine Rolle als second messenger 
manifestiert hat, ähnlich der Funktion des Calciums [Haase und Rink, 2009]. 
Zusätzlich zu dem Verständnis, dass Zink entscheidend an der Signaltransduktion beteiligt 
ist, kam die Erkenntnis, dass die zytoplasmatische Konzentration freien Zinks ansteigt als 
Antwort auf bestimmte extrazelluläre Stimuli. Diese Translokation ist als Zink-Signal definiert. 
Bis dato wurden verschiedene Zink-Signale gemessen und deren modulatorische Effekte in 
der Signaltransduktion aufgeklärt [Haase et al., 2008; Hirano et al., 2008; Taylor et al., 2008; 
Aydemir et al., 2009]. Obwohl diese Daten einen entscheidenden Beitrag zur Erörterung der 
Wichtigkeit des Zinks leisteten, sind viele weitere molekulare Wirkmechanismen noch 
unbekannt. 
 
IL-2 ist der wichtigste Wachstumfaktor für T-Zellen und die Beteiligung von Zinkionen an der 
Signaltransduktion des IL-2R wurde bereits vor über 20 Jahren erstmalig postuliert [Tanaka 
et al., 1990]. Vor einigen Jahren wurde von unserer Arbeitsgruppe herausgefunden, dass die 
Stimulation des IL-2R ein Zink-Signal erzeugt [Kaltenberg et al., 2010]. Wir konnten damals 
ebenfalls zeigen, dass die erhöhte zytoplasmatische Zinkkonzentration die Aktivierung der 
MAPK Mek und ERK1/2 und der Akt, nicht aber die Aktivierung von STAT5, induziert. Im 
Zusammenhang mit der Zink-induzierten Aktivierung, und damit Phosphorylierung, von Mek 
und ERK1/2 wurde außerdem herausgestellt, dass die Anwesenheit von Zinkionen eine 
prolongierte Phosphorylierung der Kinasen bewirkt. Zusätzliche Daten, die zeigten, dass die 
Phosphataseaktivität im Zelllysat von T-Zellen proportional zur Zinkkonzentration sinkt, 
ließen darauf schließen, dass die MAPK-Phosphatasen von Zink inhibiert werden 
[Kaltenberg et al., 2010]. 
In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst die Spezifität des Zink-Signals für IL-2 näher 
untersucht und bestätigt (Abb. 4.1). Anschließend wurde ermittelt, ob das Zink-Signal durch 
die IL-2R-aktivierten Signalwege induziert oder verstärkt wird (Abb. 4.3). Die Daten zeigten, 
dass die Ausschüttung freier Zinkionen unabhängig von der IL-2R- induzierten Aktivierung 
der MAPK oder PI3K erfolgt. Dies bedeutet, dass das Zink-Signal auf anderem Wege 
ausgelöst wird. Im Falle des Zink-Signals, das durch den endothelial growth factor receptor 
(EGFR) ausgelöst wird, wurde kürzlich herausgefunden, dass die Casein Kinase 2 (CK2) 
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durch Stimulation des EGFR aktiviert wird und daraufhin den Zink-Importer Zip7 
phosphoryliert, was den Anstieg des des freien Zinks im Zytoplasma bewirkt [Taylor et al., 
2012]. Der Mechanismus, der das Zink-Signal in der IL-2R-vermittelten Signaltransduktion 
auslöst, sowie die entsprechenden Mechanismen vieler weiterer beschriebener Zink-Signale, 
bleibt bis dato offen.  
 
Die Signaltransduktion des IL-2R induziert die Proliferation der T-Lymphozyten. Daher wurde 
in der zytotoxischen T-Zelllinie CTLL-2 und in primären humanen T-Zellen der Einfluss einer 
Zink-Depletion durch Einsatz des Zink-Chelators TPEN auf die IL-2-induzierte Proliferation 
der Zellen untersucht. Es konnte herausgestellt werden, dass dieser Effekt des IL-2 strikt 
Zink-abhängig ist, denn die Proliferation der T-Zellen zeigte eine Verminderung der 
Proliferation konzentrationsabhängig zum TPEN. Somit werden Zinkionen nicht nur zur 
Unterstützung der Signaltransduktion des IL-2R benötigt, sondern sind essentiell für die 
downstream-Effekte. 
Weiterführend wurde der Effekt von Zink auf den PI3K/Akt Signalweg detaillierter untersucht. 
Die IL-2R-vermittelte Aktivierung der Akt Kinase ließ sich dabei durch die Chelation der 
Zinkionen unterbinden und in Abwesenheit von IL-2 durch die Stimulation mit Zink imitieren 
(Abb. 4.7). Kombiniert mit den vorangegangenen Ergebnissen förderte diese Tatsache das 
Interesse, die zugrundeliegenden Effekte des Zinks auf die PI3K/Akt vermittelte Proliferation 
der IL-2R Signaltransduktion näher zu erörtern. 
Die Zellproliferation über den PI3K/Akt Signalweg wird über die Progression des Zellzyklus 
induziert. Der Zellzyklus wird durch Zykline und die Zyklin-abhängigen Kinasen reguliert, die 
zusammen aktive Holoenzyme bilden [Sherr, 1994; Morgan, 1997]. Der Übergang einer 
jeden Phase des Zellzyklus in die nächste wird dabei von ganz bestimmten Zyklin/cdk 
Komplexen begleitet und gesteuert. Beispielweise unterstützt der Komplex aus Zyklin D und 
cdk4/6 die Progression in der frühen G1 Phase und Zyklin E/cdk2 den Eintritt in die S-Phase 
[Reed et al., 1994]. Dabei werden die Zykline durch bestimmte Stimuli wie die Ligation eines 
Wachstumsfaktors mit seinem entsprechenden Rezeptor temporär hochreguliert. Sowohl 
Zyklin D2, als auch Zyklin E werden IL-2-abhängig verstärkt exprimiert [Appleman et al., 
2000], dabei spielt die Signaltransduktion über PI3K/Akt eine zentrale Rolle [Liang und 
Slingerland, 2003]. Um zu erörtern, ob die IL-2-vermittelte Progression des Zellzyklus und 
auch die Expression der beteiligten Zykline über den PI3K/Akt Signalweg Zink-abhängig 
sind, wurden diese Prozesse in Gegenwart von chelatiertem Zink untersucht. Die ermittelten 
Daten zeigten, dass die IL-2-induzierte Zyklin D2-Expression in Gegenwart von 5 µM TPEN 
zwar signifikant reduziert ist, jedoch nicht zwingend PI3K/Akt-abhängig ist, denn die 
Inhibition der PI3K zeigte in Gegenwart des IL-2 nur eine nicht-signifikante Reduktion der 
Expression (Abb. 4.9 A). Dies lässt darauf schließen, dass ein anderer Zink-abhängiger IL-
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2R-induzierter Signalweg entscheidend an der Induktion der Zyklin D2-Expression beteiligt 
ist. Da außer dem PI3K/Akt Signalweg nur die Signalkaskade über die MAPK Zink-abhängig 
ist, wäre es wahrscheinlich, dass darüber ein hoher Anteil der Zyklin D2-Expression induziert 
wird. In der Literatur wurde der PI3K jedoch bislang eine entscheidende, und dem MAPK 
Signalweg eine untergeordnete Rolle in der Induktion der Zykline D2 und E zugeordnet 
[Moon und Nelson, 2001]. In T-Zellen konnten auch Brennan und Kollegen beispielsweise 
zeigen, dass der PI3K-Inhibitor LY294002 in Gegenwart von IL-2 die Expression des Zyklin 
D3 inhibierte und weiterhin zur Degradation von p27 Kip1 führte [Brennan et al., 1997]. Im 
Falle der Induktion der Zyklin D2-Expression wurde außerdem publiziert, dass der 
Transkriptionsfaktor STAT5 nach Dimerisierung infolge des IL-2 Stimulus im Zellkern an die 
Promotorregion des Zyklin D2 bindet und dessen Expression dadurch begünstigt [Moon et 
al., 2004]. Die IL-2-induzierte Aktivierung von STAT5 ist jedoch nicht Zink-abhängig 
[Kaltenberg et al., 2010], wohingegen die Daten aus Abb. 4.9 A zeigen, dass die Zyklin D2 
Expression in Gegenwart von 5 µM TPEN signifikant vermindert, und somit Zink-abhängig 
ist. Die Zyklin E-Expression hingegen zeigte sich sowohl signifikant PI3K-, als auch Zink-
abhängig, denn der Einsatz eines PI3K-Inhibitors sowie TPEN-Konzentrationen von bereits 
2,5 µM zeigten eine signifikante Reduktion der Expression (Abb. 4.9 B). Es wäre möglich, 
dass die Zyklin D2-Expression im Gegensatz zur Zyklin E-Expression noch über weitere 
Signalwege, wie etwa STAT5, reguliert wird, und daher weniger sensitiv auf die Inhibition der 
PI3K und die Depletion des Zinks reagiert.  
Interessanterweise zeigte sich weiterführend, dass eine alleinige Stimulation der T-Zellen mit 
Zink/Pyrithion zwar, wie bekannt, die Akt Kinase aktiviert (Abb. 4.11 B), nicht aber die 
Expression beider Zykline D2 und E signifikant erhöht, wie es im Fall der IL-2-Stimulation 
auftritt (Abb. 4.10). Dadurch ist gezeigt, dass die IL-2R-induzierte Signaltransduktion über die 
MAPK und PI3K/Akt zwar Zink-abhängig ist, für die vollständige Erreichung der downstream-
Effekte jedoch der IL-2-Stimulus erforderlich ist. Möglicherweise deutet auch dies darauf hin, 
dass der nicht Zink-abhängige Jak1/STAT5 Signalweg hierbei eine Rolle spielt. 
Um die Effekte des Zinks auf die IL-2R-induzierte Zyklin D2- und Zyklin E-Expression gezielt 
in Verbindung mit der Proliferation der T-Zellen zu bringen, wurde in Folgeexperimenten die 
Verteilung der Gesamtzellpopulation in den einzelnen Phasen des Zellzyklus analysiert. Eine 
IL-2 Stimulation von T-Zellen führt nach etwa 20 Stunden zum Eintritt der Zellen in die S-
Phase des Zellzyklus [Blanchard et al., 2000]. In dieser Arbeit wurden CTLL-2 Zellen 24 
Stunden lang mit IL-2 stimuliert, was eine signifikante Reduktion des Anteils der 
Zellpopulation in der G1-Phase (Abb. 4.13 B), und einen signifikanten Anstieg in der S-
Phase und der G2/M-Phase hervorrief (Abb. 4.14). Weiterführend zeigte sich, dass der IL-2-
initiierte Übergang in diese Phasen signifikant veringert war, wenn Zink durch TPEN 
depletiert wurde (Abb. 4.14). Diese Daten korrelieren mit dem Ergebnis der Untersuchung 
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der Zink-Abhängigkeit der Zyklin E-Expression, die in der Abwesenheit von Zinkionen 
signifikant reduziert ist und stellen somit eine direkte Verbindung dar. Außerdem konnte 
gezeigt werden, dass der prozentuale Anteil der Zellpopulation in der sub G1-Phase 
zunimmt, je höher die TPEN-Konzentration ist (4.13 A). Dieser Unterschied war signifikant zu 
der Zellpopulation, die mit IL-2, aber ohne TPEN stimuliert wurde. Ebenfalls war der 
prozentuale Anteil der Zellen, die ohne IL-2 inkubiert wurden, signifikant unterschiedlich zur 
Kontrolle mit IL-2. Hiermit bestätigte sich zum wiederholten Male, dass eine Zink-Depletion 
die IL-2-induzierten Effekte aufhebt. Die Zellen sind in der sub G1-Phase apoptotisch, somit 
zeigt sich weiterführend, dass sowohl durch die Abwesenheit des IL-2-Stimulus, als auch 
durch eine gestörte IL-2R-Signaltransduktion in Abwesenheit von Zink, nur im gewissen 
Maße ein G1-Arrest erzeugt wird (Abb 4.13). Vielmehr unterliegen die Zellen dem 
apoptotischen Zelltod, was auch die Daten aus Abb. 4.6 verdeutlichen, indem sowohl die 
Proliferation, als auch die Vitalität der IL-2-stimulierten Zellen in Gegenwart von 
aufsteigenden TPEN-Konzentrationen vermindert ist. 
 
Um das molekulare Ziel der Zinkionen im PI3K/Akt Signalweg zu identifizieren wurde die 
Phosphorylierung der Jak1 in Abhängigkeit von Zink untersucht. Die Aktivierung von Jak1 ist 
essentiell für die Phosphorylierung der Rezeptortyrosine der β-Untereinheit des IL-2R, die 
Voraussetzung für die Anlagerung und Aktivität der PI3K ist und diesem Ereignis somit 
vorangeschaltet ist [Rane und Reddy, 2000]. Die ermittelten Daten zeigten, dass eine 
Zink/Pyrithion-Stimulation der T-Zellen keinen Einfluss auf die Aktivierung der Jak1 hat (Abb. 
4.15). Diese Tatsache stimmt mit den Beobachtungen überein, dass STAT5, das ebenfalls 
ein downstream Target von Jak1 ist, Zink-unabhängig aktiviert wird [Anttonen et al., 2009; 
Kaltenberg et al., 2010]. Folglich resultiert der modulatorische Effekt des Zinks auf die Akt 
Aktivierung aus einem späteren Ereignis dieses Signalweges.  
Die aktivierte PI3K phosphoryliert PI-(4,5)-P2 zu PI-(3,4,5)-P3 und das Vorliegen, bzw. die 
Verfügbarkeit des PI-(3,4,5)-P3 wird von verschiedenen Lipidphosphatasen wie SHIP1 und 
der PTEN reguliert. PTEN als Tumor-Suppressor setzt der PI3K-Signaltransduktion dabei ein 
Stop-Signal, indem PI-(3,4,5)-P3 durch sie zurück in PI-(4,5)-P2 umgewandelt wird. Im 
Gegensatz dazu agiert SHIP1 als eine Art Gatekeeper, indem sie das Phosphat der 5‘-OH-
Gruppe des PI-(3,4,5)-P3 hydrolysiert und somit PI-(3,4)-P3 generiert, das daraufhin als 
second messenger für andere, PI3K-unabhängige Signalwege dient [Harris et al., 2008; 
Parry et al., 2010]. Ein homozygoter knockout der PTEN in Mäusen bedingt eine Letalität 
bereits im embryonalen Entwicklungsstadium [Di Cristofano et al., 1998; Suzuki et al., 1998] 
und der heterozygote knockout-Genotyp ruft autoimmune Lymphoproliferation in den ersten 
9 Lebensmonaten der Mäuse hervor [Di Cristofano et al., 1999]. Darüber hinaus zeigen 
PTEN-defiziente T-Zellen Hyperproliferation, Autoreaktivität, Resistenz zu Apoptose, erhöhte 
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Zytokin-Sekretion, sowie die verstärkte Signaltransduktion über PI3K/Akt [Suzuki et al., 
2001]. Im Gegensatz dazu sind homozygote SHIP1 knockout-Mäuse lebensfähig, auch wenn 
sie eine verkürzte Lebenserwartung haben [Helgason et al., 1998]. Die Beobachtungen in 
den knockout-Phänotypen beider Phosphatasen verdeutlichen die Wichtigkeit der PTEN in 
der Regulation des PI3K/Akt Signalweges. Um in diesem Zusammenhang zu erörtern, ob 
PTEN oder SHIP1 molekulare Zink-Targets in der PI3K/Akt Signaltransduktion sind, wurden 
verschiedene T-Zelllinien, die sich in der Expression von PTEN und SHIP1 unterscheiden, 
verwendet. Die Zellen wurden durch FCS-Entzug ausgehungert, um eine Voraktivierung zu 
vermeiden und anschließend mit aufsteigenden Zink-Konzentrationen in Gegenwart von 
Pyrithion stimuliert. Die Daten zeigten, dass HuT-78 Zellen, die beide Phosphatasen 
exprimieren, am sensitivsten auf die Zink-Stimulation reagieren und durch den FCS-Entzug 
fast keine Voraktivierung in Form der phosphorylierten Akt aufweisen (Abb. 4.17). Dies 
deutet auf eine starke Regulation der Kinase hin. Jurkat und Molt-4 Zellen zeigten 
dahingegen eine starke Voraktivierung trotz FCS-Entzug und stimmten außerdem in ihrem 
Aktivierungsprofil der Akt als Antwort auf die Zink-Stimulation überein. Da Molt-4 Zellen 
SHIP1 exprimieren, jedoch nicht PTEN, kommt der SHIP1 in der Regulation der Akt Aktivität 
eine untergeordnete Rolle zu. Diese Hypothese ließ sich durch Untersuchungen in 
Thymozyten von SHIP knockout-Mäusen bestätigen, indem gezeigt wurde, dass sich die 
Zink/Pyrithion-Stimulation in SHIP1-/- und SHIP1+/+ Zellen gleichermaßen auf die Intensität 
der Akt Aktivierung auswirkte (Abb. 4.18). 
Interessanterweise wurde vor Kurzem eine mögliche Funktion der SHIP1 und SHIP2 als 
Proto-Onkogene diskutiert [Fuhler et al., 2012], u.a. basierend auf einer Publikation  aus dem 
Jahre 2002, in der gezeigt wurde, dass die SHIP-abhängige Generierung von PI(3,4)P2 
einen  Einfluss auf die Phosphorylierung der Akt am Serin473 hat [Scheid et al., 2002]. 
Dieser Einfluss liegt der Tatsache zugrunde, dass Akt über die PH-Domäne nicht nur an PI-
(3,4,5)-P3, sondern auch an PI-(3,4,)-P2 binden kann. Ausgehend von einer ähnlichen 
Affinität für beide Moleküle würde das bedeuten, dass sich durch die Abwesenheit der SHIP 
lediglich das Gleichgewicht der Akt-Bindungspartner verschiebt, der Aktivierungsgrad jedoch 
gleich bleibt. In einer Publikation aus dem Jahre 1997 wurde der KD-Wert für die Bindung der 
Akt an PI(3,4)P2 mit 400 nM, der KD-Wert für die entsprechende Bindung an PI-(3,4,5)-P3 
mit 570 nM bestimmt, somit ist die Affinität der Akt zu PI-(3,4)-P2 leicht erhöht [Frech et al., 
1997]. 
Die Daten von Scheid und Kollegen zeigen in Knochenmarkzellen von SHIP1-/- Mäusen eine 
geringfügig höhere Menge phosphorylierter Akt (Ser473) als Antwort auf eine Stimulation mit 
dem Stammzellfaktor (SF) im Vergleich zu denselben Zellen aus SHIP1+/+ Wildtyp-Mäusen 
[Scheid et al., 2002]. Trotzdem wird in dieser Publikation auch gezeigt, dass die Aktivität der 
Akt Kinase sowohl in An- als auch Abwesenheit der SHIP1 in Antwort auf den SF-Stimulus 
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zu demselben Grad erhöht wird. Weiterhin wurden erhöhte PI-(3,4,5)-P3-Mengen in den 
Zellen der SHIP-/- Mäuse gemessen [Scheid et al., 2002], hierbei ist jedoch nicht geklärt, in 
welchem Maße diese Erhöhung des PIP3 durch PTEN kompensiert werden kann.  
 
Im Gegensatz zur SHIP1 scheint PTEN ein direktes Target von Zinkionen darzustellen, denn  
PTEN knockdown Experimente zeigten, dass Zink keinen aktivierenden Einfluss auf die Akt 
hat, wenn PTEN abwesend ist (Abb. 4.20). Diese Daten korrelieren außerdem mit den 
Untersuchungen aus Abb. 4.17, wo dargestellt wurde, dass in PTEN-defizienten Zellen in 
Gegenwart von Zink kaum ein Anstieg der Akt Phosphorylierung zu verzeichnen war. 
Passend zu diesen Beobachtungen führten Weng et al. Untersuchungen in der 
Brustkrebszelllinie MCF-7 durch, in denen ein Stop der PTEN-Expression induzierbar über 
Tetrazyklin ist [Weng et al., 2001]. Wurde die Expression der PTEN in diesen Zellen 
unterbunden, so zeigte sich eine signifikante Aktivierung der Akt ohne den Einsatz von 
Stimuli. Umgekehrt war in diesem Ansatz keine Phosphorylierung der Akt zu verzeichnen, 
wenn PTEN exprimiert wurde. Hätte eine der SHIP Phosphatasen in diesen Zellen einen 
entscheidenden Einfluss auf die Aktivierung der Akt, so wäre dieser on/off-Effekt der PTEN-
Expression auf die Akt Phosphorylierung nicht so drastisch. Interessanterweise wurde in 
derselben Publikation außerdem ein Effekt der PTEN-Expression auf den G1-Arrest der 
MCF-7 Zellen untersucht und dabei herausgestellt, dass sich die Zellen in Abwesenheit der 
Phosphatase zu einem signifikant geringeren Anteil in der G1 Phase befinden als in 
Anwesenheit des Enzyms [Weng et al., 2001]. Die prozentualen Anteile der 
Gesamtzellpopulation in der G1 Phase wurde auch in dieser Arbeit untersucht (Abb. 4.13 B) 
und mit steigender TPEN-Konzentration wurde ein, wenn auch nicht-signifikanter, Anstieg in 
dieser Phase beobachtet. Dieser reduziert sich jedoch in Gegenwart der höchsten TPEN-
Konzentrationen wieder entscheidend, was mit dem Anstieg der Zellen in der sub G1 Phase 
korreliert (Abb. 4.13A) und bedeutet, dass die Zellen apoptotisch werden. Somit ist 
festzuhalten, dass der Einsatz von Zink analog zu einer Abwesenheit der PTEN die 
Progression des Zellzyklus und damit die Zellproliferation verhindert. Diese Tatsache 
unterstützt die Hypothese, dass die PTEN eine primäre Zielstruktur für Zinkionen darstellt. 
 
Ein Einfluss von Zink auf die Phosphatase PTEN im Zusammenhang mit der Zink-
vermittelten Aktivität der Akt wurde in der Literatur bereits mehrfach im Zusammenhang IL-
2R-unabhängiger Signaltransduktion diskutiert [Wu et al., 2003; Barthel et al., 2007; Lee et 
al., 2009; Ryu et al., 2009; Pandey et al., 2010]. Obwohl Wu et al. den zugrunde liegenden 
Mechanismus mit einem Zink-induzierten Abbau der PTEN über das Proteasom erklären  
[Wu et al., 2003], konnte dies in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. 
Untersuchungen in HuT-78, als auch in primären T-Zellen zeigte keine Reduktion der 
DISKUSSION  88 
Proteinmenge der PTEN in Gegenwart von Zink in einer Inkubationsdauer bis zu 8 Stunden 
(Abb. 4.21). Übereinstimmend mit diesen Daten konnten auch Lee et al. keine Zink-
abhängige Degradation der PTEN in der Kardiomyoblasten-Zelllinie H9c2 nachweisen [Lee 
et al., 2009]. Da die Zink-vermittelte Aktivierung der Akt-Kinase außerdem bereits nach 5 
Minuten Inkubationsdauer nachzuweisen ist (Abb. 4.15), erweist sich die Degradation der 
PTEN durch Zink als regulatorischer Mechanismus außerdem als unrealistisch. 
In der Publikation von Lee et al. wurde zusätzlich der Einfluss von Zink auf die Oxidation und 
Phosphorylierung der PTEN untersucht und festgestellt, dass auch hier keine Erklärung für 
die Zink-induzierte Aktivierung der Akt zu finden ist [Lee et al., 2009]. Beachtenswert ist, 
dass bisher in diesem Zusammenhang keine direkte Inhibition der PTEN durch Zinkionen 
untersucht oder in Betracht gezogen wurde. Jedoch wurde in einem Kommentar zu der 
Publikation von Lee et al. auf eine mögliche direkte Interaktion zwischen Zinkionen und der 
PTEN hingewiesen  [Mocanu und Yellon, 2009]. 
PTEN ist ein Mitglied der Familie der PTP, von denen bereits einige Vertreter als sehr 
sensitiv gegenüber der Inhibition durch Zink gezeigt wurden [Brautigan et al., 1981; Haase 
und Maret, 2003]. Beispielsweise hat die PTP 1B einen IC50 von 17 nM, der damit nahe an 
der intrazellulären Konzentration freien Zinks liegt [Haase und Maret, 2003]. Kürzlich wurde 
für die PTP beta ein noch wesentlich niedriger Ki(Zn) von 21 ± 7 pM ermittelt [Wilson et al., 
2012]. Der IC50-Wert für die Zink-abhängige Inhibiition der PTEN wurde in dieser Arbeit mit 
0,59 nM bestimmt und befindet sich damit nah an der physiologischen Konzentration des 
freien intrazellulären Zinks in ruhenden Zellen, der bei 0,22 nM liegt. Hierbei sollte beachtet 
werden, dass diese Annahme auf der Berechnung von Inhibitionskonstanten und 
Sondeneigenschaften beruhen, die in vitro bestimmt wurden, und somit einige Limitierungen 
mit sich bringen. Trotzdem ist es aufgrund der ermittelten Daten sehr wahrscheinlich, dass 
PTEN in seiner aktiven Form hauptsächlich in ruhenden Zellen bei einer basalen 
zytoplasmatischen Zinkkonzentration vorliegt, und dass dynamische Änderungen der 
Zinkkonzentration zu einer Inhibition einer signifikanten Fraktion der PTEN führen. 
Bereits vor mehr als 30 Jahren wurde die Vermutung aufgestellt, dass Zinkionen PTP durch 
direkte Interaktionen inhibieren [Brautigan et al., 1981]. In den letzten Jahren wurde in 
diesem Zusammenhang eine Inhibition der PTP durch die Bindung des Zinks an die 
Thiolgruppe katalytisch essentieller Cysteine verstärkt diskutiert [Maret et al., 1999; Haase 
und Maret, 2003]. Obwohl sich die Taschenformierung des aktiven Zentrums der PTEN in 
der Größe und auch der Ladungsverteilung von anderen PTP unterscheidet, teilt die PTEN 
mit anderen PTP die Gemeinsamkeit eines katalytisch essentiellen Cysteins in dieser 
Domäne, das an der Aminosäureposition 124 lokalisiert ist (Cys124) [Lee et al., 1999]. Die 
Thiolgruppe dieses Cysteins kann schnell oxidieren unter Ausbildung einer Disulfidbrücke mit 
dem Schwefel der Thiolgruppe des Cysteins der Aminosäureposition 71 (Cys71), was zu 
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einer Konformationsänderung und zum Aktivitätsverlust des Enzyms führt [Lee et al., 2002]. 
Aufgrund der bis dato vorliegenden Daten wurde vermutet, dass Zink möglicherweise an 
beide Cysteine Cys71 und Cys124 bindet und dem Enzym dadurch ähnlich wie durch die 
Oxidation eine Konformationsänderung widerfährt. Die Überprüfung dieser Hypothese 
erfolgte durch die Analyse der Sekundärstruktur der PTEN in Gegenwart von Zink, H2O2 und 
im nativen Zustand durch Aufzeichnung von CD Spektren. Die Spektren des mit Zink und 
H2O2 inkubierten Enzyms zeigten eine deutliche Analogie, so dass die Hypothese hierdurch 
gestützt wird (Abb. 4.27). Weiterhin wurde angenommen, dass eine Inkubation des nativen 
Proteins mit Zink dieses vor einer Oxidation schützen würde. Die Prüfung dieser Annahme 
zeigte, dass etwa 50 % des Enzyms durch die Zink-Behandlung vor Oxidation geschützt 
wurden (Abb. 4.28). Intrazellulär könnte diese Tatsache bedeuten, dass Zink auch eine Rolle 
in der Feinjustierung der oxidativen Regulation der PTEN Aktivität einnimmt. 
Auch in anderem Zusammenhang kommt dem Zink eine gut beschriebene Rolle als 
Antioxidans zu. Beispielsweise hat sich gezeigt, dass Zink-Defizienz oxidativen Stress 
induziert [Cui et al., 1999; Cui et al., 2000; Oteiza et al., 2000]. Auch hierbei wird 
angenommen, dass der zugrunde liegende Mechanismus auf der Fähigkeit des Zinks beruht, 
Thiol-Gruppen durch eine direkte Bindung vor Oxidation zu schützen [Williams, 1987]. 
Darüber hinaus hat die stabilsierende Funktion von Zink für Lipide und Proteine ebenfalls 
eine vorbeugende Wirkung auf zelluläre Membranen und Makromoleküle in Bezug auf 
oxidative Schädigungen. Jedoch hat sich auch gezeigt, dass sehr hohe Konzentrationen 
freier Zinkionen oxidativen Stress hervorrufen können, daher ist ein protektiver oder 
fördernder Einfluss des Zinks auf die Redox-Homöostase abhängig von dessen 
Verfügbarkeit [Maret, 2006]. 
Aufgrund der Tatsache, dass Zink die PTEN vor Oxidation schützt, galt die direkte Bindung 
des Zinks an die betroffenen Cysteine Cys71 und Cys124 als sehr wahrscheinlich. Neben 
Cysteinen zählen auch Histidin, Asparaginsäure und Glutaminsäure zu bevorzugten 
Zinkbindungspartnern [Vallee und Falchuk, 1993]. Meist wird Zink von vier Liganden 
tetraedrisch koordiniert, beispielsweise bindet ein Zinkion neben der Thiolgruppe eines 
Cysteins katalytischer oder struktureller Domänen von Enzymen gewöhnlich den Schwefel 
eines weiteren Cysteins, den Sauerstoff von Glutamat oder Aspartat, und/oder den Stickstoff 
in Histidin [Maret, 2006]. Bei Betrachtung der Aminosäuresequenz der katalytischen Domäne 
der PTEN (Abb. 4.29 A) fielen verschiedene mögliche Zinkbindungspartner auf, deren 
Konformation sich anhand der Betrachtung der Kristallstruktur (Abb. 4.29 B) als optimale 
Zinkbindungsstelle erwies. Darunter fielen neben dem Cys124 als essentielles katalytisches 
Cystein, das oxidationssensitive Cys71, das Aspartat an Position 92 (Asp92), sowie das 
Histidin an Position 123 (His123). Mittels gerichteter in vitro Mutagenese wurden vier 
verschiedene Mutationen der PTEN erzeugt, dabei wurde pro Mutation eine dieser vier 
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Aminosäuren gegen nicht-Zink-bindende Aminosäuren wie Serin und Alanin ausgetauscht 
(Tab. 4.2). Obwohl bei der so genannten „phosphatase-dead“-Mutation, die den Austausch 
des Cys124 betrifft, erwartet wurde, dass die Aktivität des Enzyms gleich null ist, wurde bei 
den anderen Mutanten eine Enzym-Aktivität erwartet, die weitere Untersuchungen der 
Zinkinhibition zulässt. Die Enzym-Aktivität aller vier Mutanten zeigte sich jedoch signifikant 
reduziert im Vergleich zu der Aktivität des Wildtyps (Abb. 4.32), dabei erzielte keine der 
Mutanten eine höhere Enzymaktivität als 40 %. Somit kommt jeder der Aminosäuren Cys71, 
Asp92, His123 und Cys124 eine essentielle Funktion bei der katalytischen Aktivität zu. Eine 
Untersuchung des Einflusses von Zink auf die Mutanten Cys71, Asp92 und His123 wurde 
aufgrund der geringen Aktivität nicht durchgeführt.  
Die active site der PTEN enthält neben der Phosphat-Bindeschleife (P-Loop) mit der 
Konsensussequenz HCXXGXXR die so genannte WPD-Schleife, die beide gewöhnlich in 
PTP und DSP zu finden sind [Li et al., 1997]. Der Dephosphorylierungsmechanismus fast 
aller bekannten PTPs und DSPs benötigt die Beteiligung eines konservierten Aspartates in 
der WPD-Schleife [Jackson und Denu, 2001]. Dementsprechend ist das Asp92 essentiell für 
die katalytische Funktion der PTEN und eine Mutation des Aspartates gegen Alanin führt zu 
einer drastischen Reduktion der Aktivität [Lee et al., 1999]. Diese Tatsache korreliert mit der 
geringen Enzymaktivität der Asp92 Mutation der vorliegenden Arbeit (Abb. 4.31). Inwiefern 
nun die einzelnen Aminosäurereste von Cys71, Asp92, His123 und Cys124 die 
Zinkbindungsstelle präsentieren, die zur Inhibition des Enzyms führen, muss in anderen 
experimentellen Ansätzen geklärt werden. Eindeutige Sicherheit würde hier die Erstellung 
einer Kristallstruktur der PTEN in Gegenwart von Zink liefern. 
 
Die Stützung der Hypothese, dass Zinkionen an das katalytisch essentielle Cystein der 
PTEN bindet und das Enzym dadurch inhibiert, war erfolgreich und wurde in der 
vorliegenden Arbeit erstmalig untersucht. Damit wurde ein entscheidender Beitrag zur 
Aufklärung des regulatorischen Einflusses von Zink auf einen immunologisch essentiellen 
Signalweg geleistet. Die Regulation der PTEN Aktivität durch Zink-Signale ist dabei nicht auf 
die IL-2R Signaltransduktion limitiert. In Leukozyten spielt der PI3K/Akt Signalweg in der 
Signaltransduktion vieler weiterer Rezeptoren eine Rolle, dazu zählen Antigen-Rezeptoren, 
Adhäsionsmoleküle, Toll-like Rezeptoren, kostimulatorische Moleküle, sowie weitere Zytokin-
Rezeptoren [Fruman und Bismuth, 2009]. Für zwei dieser Rezeptoren, den TCR und den 
Toll-like Rezeptor-4, wurden bereits Zink-Signale beschrieben [Haase et al., 2008; Yu et al., 
2011]. Dies lässt darauf schließen, dass die Regulation von PTEN durch Zinkionen sehr 
wahrscheinlich in vielen der entsprechenden Rezeptor-vermittelten signaltransduktorischen 
Ereignissen über PI3K/Akt eine Rolle spielt und somit eine hohe Relevanz für das 
Immunsystem mit sich bringt. Die ermittelten Daten in dieser Arbeit zeigen damit einen 
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grundsätzlichen molekularen Regulationsmechanismus auf, dessen Tragweite sich auf eine 
Multiplizität immunmodulatorischer Ereignisse ausdehnt. 
 
Im Rahmen der ermittelten Daten kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass weitere 
Phosphatasen wie die PP2A und PHLPP, die an der Regulation der Akt Aktivität beteiligt 
sind, ebenfalls durch Zink inhibiert werden. Für die PP2A wurde ein inhibitorischer Einfluss 
von Zink bereits gezeigt [Lee et al., 2009; Sun et al., 2012]. Jedoch sollte hierbei beachtet 
werden, dass diese Phosphatasen die bestehende Phosphorylierung der Akt regulieren, 
jedoch keinen Einfluss auf die de novo Aktivierung des Enzyms haben. Dies hat jedoch 
PTEN, indem durch sie die Rekrutierung und damit Aktivierung der Akt durch das 
bestehende PIP3-Level limitiert wird. Ein synergistischer Effekt der Inaktivierung der PP2A, 
PHLPP und PTEN durch Zinkionen auf die maximale Akt Aktivität könnte jedoch möglich 
sein und in weiteren Untersuchungen adressiert werden. 
Ein weiterer Bestandteil folgender Untersuchungen könnte außerdem die Ursache des IL-2-
abhängigen Zink-Signals sein. In diesem Zusammenhang zeigten Taylor und Kollegen erst 
kürzlich die Beteiligung der CK2 an der Zink-Translokatisation infolge eines EFGR-Stimulus 
[Taylor et al., 2012]. Im Gegensatz zu vielen anderen Proteinkinasen ist die CK2 konstitutiv 
aktiv, wobei diese Aktivität in gewissem Maße durch extrazelluläre Stimuli reguliert wird 
[Mead et al., 2003; Hauck et al., 2008]. Es wäre denkbar, dass das IL-2-vermittelte Zink-
Signal ebenfalls im Zusammenhang mit der CK2 steht. 
 
Das Wissen über die Wichtigkeit einer ausreichenden Zink-Verfügbarkeit für die IL-2-
induzierte T-Zell-Proliferation ist von besonderer Bedeutung für die Aufklärung des 
essentiellen Einflusses von Zink auf das Immunsystem. Moderne onkologische 
Therapieformen nutzen den gezielten Einsatz des Immunsystems gegen maligne Strukturen. 
Dabei hat sich der Einsatz von IL-2 in der Therapie der Tumoren als Einzelapplikation 
[Bukowski, 1997; Schmidinger et al., 2004] sowie in Kombinationstherapien [Holden et al., 
2001; Johnson et al., 2009] bewiesen. In diesem Zusammenhang wäre aufgrund der in 
dieser Arbeit ermittelten Daten ein therapeutischer Zusatzeffekt durch eine Zink-
Supplementation denkbar. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
Als second messenger sind Zinkionen entscheidend an der Signaltransduktion von 
Immunzellen beteiligt. Bisher wurde herausgefunden, dass besonders die Funktionen der T-
Zellen von einer ausreichenden Verfügbarkeit des Zinks abhängig sind. 
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die IL-2-induzierte T-Zell-Proliferation vermindert wird, 
wenn Zink nicht verfügbar ist. Nähere Untersuchungen des PI3K/Akt Signalweges zeigten, 
dass Zink für die IL-2-induzierte Aktivierung der Akt essentiell ist, und dass sich diese 
Aktivierung auch durch Stimulation der T-Zellen mit Zink in Abwesenheit von IL-2 imitieren 
lässt. Weiterführend wurden die IL-2-induzierten downstream Effekte des PI3K/Akt 
Signalweges, die letztendlich zur Proliferation führen, untersucht. Hierbei zeigte sich, dass 
die Expression der Zykline D2 und E entscheidend von der Zink-Verfügbarkeit abhängig ist. 
Bei Betrachtung des prozentualen Anteils der T-Zellen in der S-Phase des Zellzyklus stellte 
sich heraus, dass dieser Anteil in Abwesenheit von Zinkionen signifikant reduziert ist. Somit 
liefern diese Daten eine Erklärung für die Zink-Abhängigkeit der IL-2-induzierten T-Zell-
Proliferation. 
Weiterhin galt es, die molekulare Zielstruktur des Zinks zu identifizieren, welche zu den 
genannten Effekten führt. Während herausgestellt wurde, dass die Aktivität der Jak1 nicht 
Zink-abhängig ist, zeigte sich, dass die Phosphatase PTEN, und nicht SHIP1, eine primäre 
Zielstruktur für Zink darstellt. Untersuchungen der Aktivität rekombinanter PTEN zeigten eine 
direkte Inhibition des Enzyms in Gegenwart von Zink mit einem IC50 Wert von 0,59 nM. In 
diesem Zusammenhang wurde die Hypothese geprüft, dass Zink direkt an das katalytische 
Cys124 bindet, möglicherweise in Kombination mit Cys71, und das Enzym somit vor 
Oxidation schützen kann. Es zeigte sich, dass etwa 50 % der Phosphatase vor der Oxidation 
durch H2O2 geschützt werden, wenn das Enzym zuvor mit Zink inkubiert wird. CD-
spektroskopische Analysen zeigten zusätzlich eine sehr ähnliche Änderung der 
Sekundärstruktur der PTEN in Anwesenheit von Zinkionen oder H2O2. In Kombination mit 
Cys71 und Cys124 stellen Asp92 und His123 eine optimale Zink-Bindungsstelle dar. Der 
Austausch jeder dieser Aminosäuren in einzelnen Mutanten zeigte, dass alle vier 
Aminosäuren einen essentiellen Einfluss auf die Phosphataseaktivität haben, und 
unterstreichen damit die Effektivität der Enzym-Inhibition durch Zink. Dass diese vier 
Aminosäuren jedoch exakt die Zink-Bindungsstelle ausmachen, muss in detaillierteren 
Untersuchungen bewiesen werden. 
Die ermittelten Daten leisten einen entscheidenden Beitrag zur Identifizierung und zur 
Aufklärung des Einflusses von Zink auf die IL-2R-vermittelte Signaltransduktion in T-Zellen. 
Dadurch ist ein gewisses therapeutisches Potenzial gegeben in Heilverfahren, in denen eine 
ausreichende IL-2R Signaltransduktion erforderlich ist. 
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